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PREMESSA 
Il lavoro svolto per il conseguimento del Dottorato di Ricerca mira allo sviluppo di 
metodologie originali per l’esecuzione di piani di monitoraggio ambientale, impiegando e 
ottimizzando processi di bioaccumulo per mappare la distribuzione ambientale di 
contaminanti chimici ed identificare aree esposte a stress ambientali su cui focalizzare 
interventi di gestione. 
Le attività sono state svolte in stretta collaborazione con il Dipartimento di Trieste 
dell’Agenzia Regionale per la Protezione dell’Ambiente del Friuli Venezia Giulia (ARPA 
FVG). Tale circostanza ha orientato il lavoro verso lo sviluppo di metodologie 
caratterizzate da economia operativa, in termini di tempi d’esecuzione, costi e semplicità 
d’uso. Queste caratteristiche sono fondamentali per la realizzazione di campagne di 
monitoraggio su ampie aree di territorio, in archi temporali pluriennali, con prontezza di 
risposta ma con vincoli di risorse umane ed economiche. Spesso i metodi di riferimento 
richiedono procedure lunghe e/o costose, difficili da affrontare da parte di organi di 
controllo su cui gravano carichi operativi routinari elevati. Per questo risulta indispensabile 
sviluppare procedure e metodi rapidi ed economici per il monitoraggio di contaminanti 
sempre nuovi sul territorio. 
Nello specifico le attività si sono articolate in due filoni principali distinti. 
Il primo studio riguarda lo sviluppo di un metodo di analisi di composti 
organostannici, impiegati per decenni come antivegetativi nelle pitture navali, ai quali è 
attribuito un effetto come modulatori endocrini (endocrine disruptors) su organismi 
marini. Gli attuali metodi di riferimento risultano onerosi soprattutto in termini di 
preparazione dei campioni. Ciò impedisce la pianificazione di monitoraggi su larga scala 
utili per valutare la presenza di queste sostanze nell’ecosistema ed in particolare il loro 
bioaccumulo. Tali informazioni sono fondamentali per lo sviluppo di modelli interpretativi 
che mettano in relazione la presenza di questi stressori ambientali con alterazioni 
fisiologiche negli organismi che ne vengono a contatto. 
L’obiettivo è lo sviluppo di un metodo automatizzabile ed accurato per la 
determinazione di composti organostannici in acque, sedimenti e biota, sfruttando la 
microestrazione in fase solida (SPME) accoppiata alla gascromatografia con rivelazione di 
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massa. Tale metodo è stato testato su ecosistemi della regione Friuli Venezia Giulia, 
fornendo il territorio di un presidio di controllo efficace anche per questi contaminanti. 
Il secondo studio verte sull’identificazione di metodi di screening tramite 
campionatori passivi per valutare la presenza di Idrocarburi Policiclici Aromatici 
aerodispersi nell’ambiente terrestre. È stato utilizzato il muschio (Hypnum cupressiforme) 
come bioaccumulatore ed è stato sviluppato in maniera innovativa l’impiego di matrici 
sintetiche in polietilentereftalato (dacron®) 
I campionatori passivi, dal costo contenuto e di facile preparazione, consentono di 
ottenere informazioni sulla presenza di IPA a seguito dell’esposizione per qualche 
settimana in aria ambiente ed hanno permesso di impostare una prima mappatura della 
provincia di Trieste e della sua zona industriale. 
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1 - INTRODUZIONE 
1.1 - Struttura e proprietà dei composti organostannici 
I composti organostannici sono una classe di molecole caratterizzate dalla presenza 
di un atomo di stagno legato covalentemente con un numero variabile da 1 a 4 di gruppi 
organici. 
Chimicamente sono rappresentati dalla formula generale RnSnX(4-n), con n 
compreso tra 1 e 4 e dove R rappresenta un gruppo alchilico o arilico e X una specie 
anionica, come ad esempio un alogenuro, un ossido o un gruppo idrossido. 
Il legame C-Sn è stabile in presenza di acqua, ossigeno atmosferico e a temperature 
fino a 200°C (Zuckerman et al., 1978) per cui questi composti possono essere considerati 
termicamente stabili in condizioni ambientali. Alcuni fattori, come ad esempio le 
radiazioni UV e γ,  gli acidi forti e gli agenti elettrofili, sono in grado di influenzare la 
degradazione dei composti organostannici tramite progressiva rimozione dei gruppi 
organici secondo lo schema: 
 
R4Sn ? R3SnX ? R2SnX2 ? RSnX3 ? SnX4 
 
La natura e la lunghezza dei gruppi organici influisce significativamente sulle 
proprietà chimico-fisiche degli organostannici e sulla loro tossicità. In linea generale la 
solubilità in acqua diminuisce all’aumentare del numero e della lunghezza dei sostituenti 
organici. 
 
1.2 – Impieghi dei composti organostannici 
I primi studi sistematici su questi composti risalgono alla metà dell’800 quando Sir 
Edward Frankland (1825-1899) sintetizzò il dietilstagno-diioduro ed il tetraetilstagno. Ad 
oggi sono conosciuti più di 800 composti organostannici, la maggior parte dei quali sono di 
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origine antropogenica. Solamente i derivati metilici possono essere prodotti naturalmente 
attraverso processi di biometilazione. 
Per oltre 100 anni gli organostannici non hanno trovato alcuna applicazione 
industriale fino a quando, negli anni ’40, si scoprì che l’aggiunta di certi composti organici 
dello stagno al PVC era in grado di prevenire i processi degradativi di questo materiale 
polimerico. Ancor oggi, infatti, la loro maggior applicazione (circa il 70%) è l’impiego 
come additivi stabilizzanti alla luce ed al calore nella produzione del PVC (Hoch, 2001). 
La scoperta delle proprietà biocide dei composti organostannici trisostituiti avvenne 
negli anni ’50 e diede impulso al loro utilizzo come fungicidi, molluschicidi, nematocidi, 
rodenticidi, conservanti del legno ed additivi nelle vernici antivegetative, tanto che ad oggi 
la produzione ad uso biocida rappresenta circa il 20% del totale. 
Grazie all’aumento delle applicazioni tecniche la produzione di organostannici è 
aumentata da meno di 500 tonn/anno del 1950 alle 25000 del 1975 (Van der Kerk, 1978)  
fino a circa 50000 tonn/anno nel 1992 (Mercier et al., 1994). 
Con il termine inglese fouling (traducibile con incrostamento) si indica il fenomeno 
di colonizzazione di manufatti da parte di organismi marini che provengono dalla colonna 
d’acqua alla ricerca di substrati duri per completare il loro ciclo vitale (Terlizzi et al., 
2001). Questo fenomeno causa notevoli problemi negli scafi delle navi, nelle tubazioni, 
negli impianti di trivellazione ed in generale in tutti i materiali/attrezzature che vengono 
immersi in acqua marina, sulla cui superficie si formano incrostazioni. Queste favoriscono 
l’insorgere di fenomeni corrosivi e di danneggiamento delle superfici, oltre ad aumentare 
la resistenza frizionale durante la navigazione ed il peso delle imbarcazioni, con il risultato 
finale di diminuire la velocità delle imbarcazioni ed aumentare il consumo di carburante.  
La colonizzazione ha inizio con microorganismi (batteri, diatomee, funghi e 
protozoi) e procede poi con macroorganismi quali macroalghe, spugne, cnidari, policheti 
molluschi, barnacli, briozoi e tunicati (Terlizzi et al., 2001). 
Per evitare il fenomeno del fouling la superficie esposta deve essere resa inadatta 
alla colonizzazione e questo viene usualmente fatto impiegando vernici contenenti sostanze 
tossiche (vernici antifouling). Queste vengono classificate in tre categorie: 
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- vernici convenzionali, in cui la matrice è una resina solubile in acqua e il composto 
tossico (solitamente ossidi di piombo, arsenico, mercurio o rame) è attivo sulla 
superficie del rivestimento. Queste vernici hanno durata breve (6-12 mesi); 
 
- vernici long-life in cui la matrice è insolubile in acqua e i composti tossici 
(solitamente ossido di rame o composti organostannici) diffondono verso 
l’interfaccia vernice-acqua attraverso canali presenti nella vernice. La durata di 
queste vernici è di 18-24 mesi; 
 
- vernici self-polishing. Il biocida, solitamente tributilstagno, è legato alla matrice 
polimerica e viene rilasciato per idrolisi all’interfaccia con l’acqua. Per effetto del 
movimento dell’acqua si ha il distaccamento, controllato e costante, di microfilm di 
vernice, ormai priva di biocida, rendendo disponibili nuovi strati attivi (polimeri 
ablativi). La durata di queste vernici, che sono le più efficaci, è dell’ordine dei 4-5 
anni. 
 
 
1.3 – Presenza e speciazione degli organostannici in ambiente marino  
In figura 1.1 vengono riportate le principali vie di immissione di composti 
organostannici nell’ambiente marino e la loro distribuzione. 
La fonte principale e più diretta è il rilascio da parte delle vernici antivegetative; 
sono comunque da considerare altre fonti, quali i percolati di lisciviazione di rifiuti e gli 
scarichi industriali e civili. Fent e Müller (1991), infatti, hanno evidenziato concentrazioni 
elevate di organostannici nelle acque reflue provenienti da un impianto di trattamento 
acque a Zurigo. La via di eliminazione principale in questo caso risulta essere la 
sedimentazione nei fanghi di depurazione, mentre la biodegradazione risulta essere minima 
(Fent, 1996). I fanghi di depurazione vengono spesso impiegati come ammendanti in 
agricoltura, mentre in molti Paesi vengono smaltiti scaricandoli in mare, in entrambi i casi 
diventano una nuova sorgente di inquinamento per l’ambiente. 
MESSA A PUNTO DI METODICHE PER LA DETERMINAZIONE DI COMPOSTI ORGANOSTANNICI IN AMBIENTE MARINO 
_____________________________________________________________________________________________________________________ 
 7
Le superfici trattate con le moderne vernici antivegetative copolimeriche a base di 
TBT sono studiate per raggiungere un rilascio costante di principio attivo di 1.6 
μg[Sn]·cm-2/giorno; il rilascio per pitture appena applicate raggiunge i 6 mg[Sn]·cm-
2/giorno per poi diminuire e raggiungere i valori di rilascio desiderati dopo alcune 
settimane (Batley, 1996). Quindi, ad esempio, il permanere di 3 giorni in un porto per una 
nave commerciale provoca il rilascio di oltre 200 g di TBT (che può arrivare a 600 g se 
verniciata di recente). Questo porta ad ottenere concentrazioni nell’acqua circostante che 
vanno dai 100 e 200 fino a circa 600 ng[Sn]/l rispettivamente (Batley, 1996). 
 
 
 
 
Figura 1.1 – Distribuzione e destino dei composti organostannici e loro cicli nell’ambiente 
marino (tratto da Hoch (2001)). 
 
 
 
I fenomeni di speciazione in acqua di mare sono dipendenti dal pH, dalla salinità, 
dalla temperatura e dalla composizione ionica (Tobias, 1978). Il TBT, ad esempio, nella 
fase acquosa, instaura equilibri tra la sua forma cationica (TBT+) e le forme TBT-OH e 
TBT-Cl (Arnold et al., 1997). 
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L’adsorbimento sul particolato sospeso è la più importante via di rimozione dalla 
colonna d’acqua. Randall e Weber (1986) riportano che, sotto condizioni d’estuario 
simulate, tra il 57 ed il 95% del TBT presente nella colonna d’acqua viene adsorbito. La 
forma cationica TBT+ può essere attratta dalle cariche negative di minerali ed essere 
trattenuta nello strato diffuso di cationi che circondano la superficie carica negativamente. 
L’adsorbimento può avvenire anche attraverso interazioni specifiche tra l’atomo di stagno 
e legandi di superficie dei sedimenti minerali e gruppi funzionali polari della materia 
organica. Inoltre, il TBT può dare luogo, per effetto di partizionamento idrofobico, ad 
absorbimento in porzioni non polari della materia organica. Questa tendenza è data 
dall’elevato valore del Kow (coefficiente di ripartizione ottanolo-acqua), che in acqua di 
mare assume valori tra 5000 e 7000 (Laughlin et al., 1986). 
I sedimenti vengono quindi identificati come potenziali depositi ambientali di TBT. 
Studi di desorbimento hanno comunque dimostrato che l’adsorbimento su particelle solide 
è un processo reversibile e quindi, i sedimenti possono anche agire da sorgente di nuova 
contaminazione (Langston and Pope, 1995; Hoch et al., 2002). 
In letteratura si trovano dati discordanti sui tempi di degradazione dei composti 
organostannici. Per quanto riguarda le acque naturali si trovano valori di tempo di 
dimezzamento che vanno dai 4-14 giorni (Huggett et al., 1992) fino a 6 settimane-5 mesi 
(Antizar-Ladislao, 2008). Nei sedimenti, invece, secondo alcuni autori il tempo di 
dimezzamento del TBT è dell’ordine di parecchi mesi (Ceulemans et al., 1998), secondo 
altri dell’ordine delle decine di anni (Dowson et al., 1996). 
Come già anticipato, la degradazione dei composti organostannici avviene per 
dealchilazione sequenziale dei gruppi alchilici legati all’atomo di stagno e questo comporta 
una generale riduzione della tossicità di questi composti. Questo processo può avvenire per 
via sia biotica che abiotica. Nel caso della degradazione di tipo chimico i fattori principali 
sono le radiazioni UV (ed in particolare quelle con lunghezze d’onda vicine a 290 nm) e la 
rottura chimica di tipo eterolitico per effetto di reagenti sia nucleofili che elettrofili (ad 
esempio acidi minerali, acidi carbossilici e metalli alcalini). È stato anche dimostrato che i 
processi biotici rappresentano il meccanismo principale di degradazione del TBT nei suoli, 
in acqua dolce e marina e negli ambienti d’estuario (Dowson et al., 2003). Tale 
degradazione avviene in batteri, alghe e funghi ma non sono ancora stati chiariti del tutto i 
meccanismi di degradazione e la tolleranza dei microorganismi verso i composti 
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organostannici. Successivamente il TBT viene facilmente incorporato nei tessuti dello 
zooplancton, degli inverterbrati ed infine da organismi superiori quali pesci, uccelli marini 
e mammiferi, dove si accumula (Berge et al., 2004). 
 
 
1.4 – Rilevanza ambientale – endocrine disruptors 
Goldberg (1986) ha definito il TBT come la sostanza più tossica che l’uomo abbia 
mai deliberatamente introdotto nell’ambiente marino. 
Gli effetti del TBT su organismi non-bersaglio divennero evidenti alla fine degli 
anni ’70. Uno dei casi meglio documentati è quello di Arcachon Bay (Francia), una baia 
famosa per l’allevamento di ostriche. La baia è particolarmente sensibile agli input di 
biocidi in quanto è anche un centro di navigazione da diporto. Le elevate concentrazioni di 
TBT causarono una diminuzione nella riproduzione ed anomalie nella calcificazione delle 
conchiglie delle ostriche Crassostrea gigas, causando un crollo della produzione di circa il 
70% (Alzieu, 1991). 
Effetti tossici sono stati dimostrati su invertebrati non-bersaglio e in micro- e 
macro-alghe (Terlizzi et al., 2001) e concentrazioni di TBT sono state riscontrate in alcuni 
vertebrati marini, tra cui pesci, uccelli e mammiferi marini. 
Gli effetti più evidenti dell’attività del TBT a livello endocrino sono stati dimostrati 
nei gasteropodi marini ed hanno luogo a concentrazioni dell’ordine dei pochi ng/l in acqua 
di mare. Si tratta del fenomeno dell’imposex (Smith, 1961) o pseudoermafroditismo 
(Jenner, 1979), ossia l’imposizione di caratteri maschili, quali il pene e il dotto deferente, 
su femmine di gasteropodi gonocoristi. Questo fenomeno è presente in 118 specie 
appartenenti a 63 generi (Fioroni et al., 1991) ed è stato riscontrato sul gasteropode 
Hexaplex trunculus anche in zone teoricamente protette da contaminazione quali le riserve 
marine italiane (compreso il parco marino di Miramare; Terlizzi et al., 2004). L’azione di 
endocrine disruptor si esplica a livello del metabolismo ormonale, aumentando il livello di 
androgeni (Spooner et al., 1991). 
Le conseguenze dell’imposex variano a seconda delle specie. In alcuni casi non è 
così serio da pregiudicare la riproduzione (Gibbs et al., 1991), in altri, come dimostrato da 
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studi di laboratorio (ten Hallers-Tjabes et al., 1996), può portare a un declino della 
popolazione.  
Siccome si ritiene che il suo grado di sviluppo sia dose-dipendente, l’imposex è 
stato ampiamente impiegato come bioindicatore della presenza di TBT in molti 
monitoraggi ambientali (Garaventa et al., 2007). Si tratta di una risposta legata 
all’esposizione (dose-related response) e Gibbs et al. (1987) hanno sviluppato due indici 
per quantificarla. Uno è il Relative Penis Size Index (RPSI), che confronta la lunghezza del 
pene delle femmine con quella del maschio che viene usato come standard. L’altro è il Vas 
Deferens Sequence Index (VDSI) che valuta lo sviluppo dell’imposex su una scala a sei 
livelli (Evans et al., 2000). 
Sebbene appaia indubbio che il TBT sia causa diretta di imposex nei gasteropodi, ci 
sono evidenze sul fatto che non sia l’unico agente in grado di provocarlo (Evans et al., 
2000; Garaventa et al., 2006). Evans et al. hanno evidenziato come altri agenti con attività 
estrogenica quali il nonilfenolo sono in grado di indurlo. In uno studio recente  effettuato 
sull’Hexaplex trunculus (Garaventa et al., 2008), l’utilizzo del livello di imposex è stato 
rivalutato; non viene più considerato come indicatore specifico di contaminazione da TBT 
ma, più in generale, come un indicatore non-specifico di risposta a fattori di stress. 
Grazie alla loro capacità di accumulare efficacemente composti lipofilici, i 
molluschi, ed in particolare i mitili, sono stati utilizzati in molti studi come organismi 
sentinella per valutare il grado di contaminazione da organostannici. Tra gli effetti 
biochimici studiati come potenziali biomarker dell’esposizione dei molluschi al TBT, 
molta attenzione è stata rivolta alle proteine da stress. Sono stati ottenuti risultati 
contraddittori, probabilmente perché queste proteine sono piuttosto marker aspecifici e 
sono influenzate da altri contaminanti e da fattori ambientali. Altri studi sono stati condotti 
sull’interazione tra TBT e i componenti del sistema citocromo P450 dei molluschi 
(Morcillo, 1999); non è ancora noto il meccanismo di azione del TBT nei confronti di 
questo sistema, che gioca un ruolo essenziale nel metabolismo degli xenobiotici ed anche 
nella conversione del colesterolo in diversi ormoni. 
Non esistono quindi biomarker specifici che possano essere indicativi di 
esposizione a organostannici nei molluschi e la determinazione analitica dei contaminanti 
nei tessuti resta il metodo più efficiente e maggiormente utilizzato per identificare 
l’esposizione e la contaminazione da organostannici. 
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1.5 – Legislazione 
La Francia fu il primo Paese a varare una legge restrittiva dell’uso dei composti 
organostannici. Ciò avvenne nel 1982, a seguito dell’episodio della Baia di Arcachon. 
L’uso delle vernici antivegetative a base di TBT fu proibito per 3 anni alle imbarcazioni 
con scafi di lunghezza inferiore ai 25 m che non fossero di alluminio. Nel 1984 la legge fu 
rivisitata e fu vietato l’uso delle vernici antivegetative contenenti più dello 0.4% in peso di 
stagno. 
Seguirono provvedimenti analoghi in molti Paesi, tra cui il Regno Unito, gli Stati 
Uniti, Svizzera, Germania e Giappone. 
Anche in Italia il primo intervento legislativo risale al 1982 quando il D.P.R. n. 904 
del 10/09/82 recepì la direttiva CEE n. 75/769, relativa alla immissione sul mercato ed 
all’uso di talune sostanze e preparati pericolosi. Tale legge si distingue da quelle varate in 
altri Paesi poiché i divieti imposti non riguardavano unicamente l’uso, bensì anche la 
vendita delle vernici antivegetative in questione. 
Nell’ottobre 2001 l’Organizzazione Marittima Internazionale (IMO), facente parte 
delle Nazioni Unite, ha adottato una risoluzione nella quale si bandiva, a partire dal 1° 
gennaio 2003, l’utilizzo di vernici antivegetative contenenti TBT e altri componenti a base 
di stagno e si stabiliva la data del 1° gennaio 2008 come il termine ultimo per la rimozione 
completa delle vernici contenenti stagno dagli scafi delle navi. 
Tale risoluzione, adottata dall’Unione Europea già dal 1° luglio 2003 con il 
regolamento (CE) N. 782/2003, è entrata in vigore nel 2008, 12 mesi dopo la sua ratifica 
da parte di almeno 25 Stati che rappresentavano almeno il 25 % del tonnellaggio mondiale. 
La convenzione si applica alle navi che battono bandiera di nazioni parte della 
convenzione o che operano sotto la loro autorità e a tutte le navi che entrano in un porto, in 
un cantiere navale o in un terminal offshore di tali nazioni. 
Il Decreto Ministeriale n. 367 del 6 novembre 2003, “Regolamento concernente la 
fissazione di standard di qualità nell’ambiente acquatico per le sostanze pericolose”, pone 
il TBT tra le sostanze pericolose prioritarie e stabilisce degli standard di qualità per la 
matrice acquosa e per i sedimenti delle acque marino-costiere, lagunari e degli stagni 
costieri. 
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Lo standard che deve essere raggiunto nelle matrici acquose entro il 31 dicembre 
2008 è di 0.01 μg/l per il dibutilstagno catione e di 0.001 μg/l per il tributilstagno catione. I 
valori da raggiungere entro il 31 dicembre 2015 si abbassano a 0.001 μg/l per il 
dibutilstagno catione e 0.0001 μg/l per il tributilstagno catione. 
Tali valori sono molto restrittivi e non tengono conto delle problematiche connesse 
alla difficoltà delle tecniche analitiche a raggiungere tali limiti di rilevamento. 
Lo standard di qualità per i sedimenti delle acque marino-costiere, lagunari e degli 
stagni costieri è stato fissato a 5 μg/kg. 
 
 
1.6 – Metodiche tradizionali per le analisi di speciazione di organostannici 
in matrici marine 
Le analisi di speciazione dei composti organometallici sono ancor oggi una sfida  
aperta della chimica analitica (Gómez-Ariza et al., 2001). Questo perché tali specie sono 
spesso instabili e le concentrazioni presenti nelle varie matrici di interesse sono molto 
basse, dell’ordine dei ng/l in acqua e di μg/kg nei sedimenti e nei tessuti biologici, mentre 
le relative specie inorganiche possono essere contemporaneamente presenti a livelli 
migliaia di volte superiori. Per questo motivo tecniche di rivelazione sensibili e selettive 
vengono accoppiate a tecniche di separazione quali la cromatografia liquida o la 
gascromatografia. 
La parte preparativa a monte della determinazione strumentale ha lo scopo di 
trasferire le specie analitiche presenti nella matrice in una soluzione compatibile con la 
tecnica cromatografica. La preparazione di tale soluzione richiede, oltre all’estrazione dal 
campione, anche una fase di derivatizzazione. A causa della loro scarsa stabilità e 
volatilità, infatti, gli organostannici, per poter essere analizzati mediante gascromatografia, 
necessitano anche di una fase di derivatizzazione, ossia una reazione con un opportuno 
reagente che li trasformi da specie ioniche in molecole stabili e volatili. 
 Tutte queste fasi possono implicare numerosi passaggi e manipolazioni, 
aumentando la possibilità di perdite degli analiti e richiedendo costi elevati in termini di 
consumo di solventi, di tempo e necessitando di operatori con elevata abilità. 
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Molte scelte sono state proposte in letteratura per il pretrattamento e per 
l’estrazione dalle matrici ambientali acqua, sedimenti e matrici biologiche, classificabili 
sulla base della polarità del solvente utilizzato, dell’acidificazione del campione per 
aumentare i recuperi, del tipo di idrolisi utilizzata per i campioni biologici e l’eventuale 
utilizzo di agenti chelanti. 
In figura 1.2 è stato riportato, a titolo esemplificativo, una metodica utilizzata per le 
analisi di speciazione degli organostannici in matrici biologiche. Si tratta di una metodica 
proposta dall’ICRAM (Istituto Centrale per la Ricerca scientifica e tecnologica Applicata 
al Mare, 2001), ora ISPRA (Istituto Superiore per la Protezione e la Ricerca Ambientale) 
che coinvolge numerosi passaggi, durante i quali si utilizzano tre diversi solventi 
(metanolo, diclorometano ed esano), due fasi di evaporazione del solvente ed una 
purificazione dell’estratto. Un’analisi di questo tipo, con molti passaggi può aver bisogno 
di un’intera giornata di lavoro. 
DETERMINAZIONE STRUMENTALE
GC-MS
PURIFICAZIONE per cromatografia su colonna Florisil
- Eluente n-esano
Evaporazione solvente
Evaporazione solvente                                       scambio solvente: n-esano
DERIVATIZZAZIONE
0,5 mL CH3MgBr 3M in dietiletere
RIPARTIZIONE L/L
Diclorometano (10 mL x 3)
ESTRAZIONE 
HCl 37% + tropolone 0,05% in CH3OH 
in bagno a ultrasuoni (x 2)
Aggiunta standard interno TPrT
Campione liofilizzato 0.5 g
 
Figura 1.2 – Riassunto schematico della metodica proposta da ICRAM (2001), ora ISPRA, per la 
determinazione di TBT e derivati in campioni biologici. 
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Accanto alle tecniche di estrazione classiche (soxhlet, estrazione liquido-liquido, 
bagno ad ultrasuoni, ecc.), lo sviluppo di tecniche più recenti quali come ad esempio 
l’estrazione con microonde (MAE), l’estrazione in fase supercritica (SFE), l’estrazione 
accelerata con solvente (ASE), l’estrazione in fase solida (SPE) e la microestrazione in fase 
solida (SPME) offrono nuove possibilità nel trattamento del campione, con una drastica 
riduzione del tempo di estrazione. 
I rivelatori che possono essere accoppiati alla cromatografia sono molti (Antizar-
Ladislao, 2008): lo spettrometro di massa (come nel presente lavoro), la spettrofotometro 
ad assorbimento atomico (AAS), il rivelatore FPD (flame photometric detection), o l’ICP-
MS (inductively coupled plasma mass spectrometry). 
 
 
 
1.7 – La microestrazione in fase solida (SPME) 
La microestrazione in fase solida (SPME – Solid Phase MicroExtraction) è una 
tecnica di recente introduzione (Arthur & Pawliszyn, 1990) e che sta trovando sempre 
maggiori applicazioni nel campo della chimica analitica. L’ampia diffusione e l’interesse 
verso questa tecnica sono dovuti alla sua grande versatilità di impiego e alla notevole 
semplificazione che porta nei metodi di analisi. 
La parte attiva dell’apparato usato nella SPME è costituito da una fibra in silice 
fusa lunga 1 cm e rivestita da un materiale polimerico. La fibra è fissata ad un pistoncino 
d’acciaio e protetta all’interno di un ago cavo. Tutto questo è installato su un semplice 
supporto simile ad una siringa che permette di esporre e ritirare la fibra. Lo spessore del 
film del materiale polimerico varia da 3 a 100 μm a seconda del materiale impiegato e 
dell’utilizzo. 
La SPME è di solito accoppiata con la gascromatografia ma può essere utilizzata 
anche con la cromatografia liquida ad elevate prestazioni (HPLC). 
La microestrazione in fase solida, a differenza di tutte le altre tecniche estrattive, 
non necessita di solventi, e può essere impiegata nell’analisi delle matrici più diverse senza 
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variazioni nella procedura d’esecuzione. Inoltre, la strumentazione è di facile utilizzo e 
completamente automatizzabile e comporta costi analitici molto bassi. 
Attraverso la microestrazione in fase solida vengono effettuate 
contemporaneamente tre diverse fasi analitiche, l’estrazione dalla matrice in esame e 
relativa preconcentrazione ed il desorbimento e, per questo motivo, possono essere 
raggiunti limiti di rilevabilità estremamente bassi, fino ad arrivare a valori di ppt (ng/l), con 
un’ottima linearità e una precisione confrontabile con altre tecniche analitiche. 
 
1.7.1 – Le fasi della SPME 
1.7.1.1 – Estrazione 
 L’estrazione (figura 1.3) può essere fatta in due modi: per immersione diretta della 
fibra in soluzione o in spazio di testa, esponendo la fibra nella fase vapore che si trova in 
equilibrio con la soluzione. Quest’ultimo caso è particolarmente indicato per componenti 
volatili e semivolatili. 
Il principio alla base dell’estrazione tramite SPME è la ripartizione degli analiti tra 
la fase che li contiene, che può essere acquosa o vapore, ed il film polimerico di cui è 
rivestita la fibra. L’estrazione, quindi, non è mai completa, ma può dirsi ultimata quando 
viene raggiunto un equilibrio tra le concentrazioni degli analiti nella soluzione e nel film 
polimerico che riveste la fibra. Questo significa che, una volta che è stato raggiunto 
l’equilibrio, la quantità estratta è costante (entro i limiti dell’errore sperimentale) ed è 
proporzionale alla concentrazione dell’analita. 
Le condizioni all’equilibrio possono essere descritte dall’equazione: 
 
sffs
sffs
VVK
CVVK
n +=
0  
 
dove n è il numero di molecole estratte dalla fibra, Kfs è la costante di distribuzione 
dell’analita tra la fase stazionaria della fibra e la matrice, Vf è il volume del rivestimento 
della fibra, Vs il volume del campione e C0 la concentrazione iniziale dell’analita nel 
campione. 
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L’equazione indica che, una volta raggiunto l’equilibrio, la quantità di analita 
estratta dalla fibra è regolata da tale principio, indipendentemente da una variazione del 
tempo di estrazione. 
 
Figura 1.3 – Rappresentazione schematica della fase di estrazione con la SPME. 
 
 
1.7.1.2 – Desorbimento 
Il desorbimento termico degli analiti dalla fibra SPME in gascromatografia avviene 
direttamente nell’iniettore, come illustrato dalla figura 1.4. L’efficienza del desorbimento 
dipende dalla temperatura dell’iniettore del cromatografo, dalla temperatura di ebollizione 
delle sostanze da desorbire, dallo spessore del rivestimento polimerico della fibra e dal 
tempo di desorbimento. 
 
 
Figura 1.4 – Rappresentazione schematica della fase di desorbimento con la SPME. 
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In figura 1.5 sono riportati gli andamenti tipici dell’estrazione di analiti con 
l’SPME al variare del tempo di estrazione. Come si può vedere, nella fase iniziale di pre-
equilibrio la curva presenta una pendenza notevole, cioè per piccole variazioni del tempo si 
ha una notevole variazione di quantità di sostanza estratta; una volta raggiunto l’equilibrio 
la quantità di sostanza resta in pratica costante. 
L’estrazione può essere condotta anche nella zona di pre-equilibrio, non è 
necessario raggiungere l’equilibrio. È anche vero che, questa scelta, comporta la necessità 
di controllare in modo accurato il tempo di estrazione, in quanto piccole variazioni nel 
tempo di estrazione possono portare a grandi errori nella quantità estratta. Operare nelle 
condizioni di non-equilibrio diventa molto più semplice utilizzando dei campionatori 
automatizzati per la fibra SPME. 
 
 
Figura 1.5 – Tipico andamento della quantità di analiti estratti dalla SPME 
in funzione del tempo di estrazione (tratto da Sarrion et al., 1998). 
 
1.7.1.3 Parametri importanti nella SPME 
I parametri che influenzano l’efficienza dell’estrazione nella microestrazione in 
fase solida sono: 
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- il tipo di fibra: in commercio esistono diversi tipi di fibre che si diversificano per la 
natura e lo spessore del rivestimento polimerico. È importante scegliere il tipo di 
fibra che abbia una buona affinità con le specie da estrarre; 
 
-  la tecnica di estrazione: per immersione o in spazio di testa. La scelta dipende dalla 
volatilità degli analiti e dal tipo di matrice in esame; 
 
- la temperatura di estrazione che influenza la resa degli analiti, favorendo, ad 
esempio, la volatilizzazione degli analiti dalla matrice; 
 
- l’agitazione del sistema che aumenta la resa estrattiva per quelle sostanze con alto 
peso molecolare e con un coefficiente di diffusione minore. L’agitazione deve però 
essere riproducibile perché altrimenti si ha una perdita di precisione. Quindi se non 
si ha questa riproducibilità l’assenza di agitazione è la migliore scelta; 
 
- l’aggiunta di un sale in quanto aumenta la forza ionica della soluzione, favorendo la 
volatilizzazione dei composti e l’adsorbimento sulla fibra; 
 
- i volumi delle soluzioni: dal momento che spesso si lavora su piccoli volumi, è 
essenziale per la riproducibilità che i volumi delle soluzioni siano sempre gli stessi, 
specialmente quando si opera in spazio di testa. 
 
 
1.8 – La metodologia della pianificazione sperimentale 
Secondo la definizione della Società Chemiometrica Internazionale (ICS) la 
chemiometria è la disciplina chimica che si avvale di metodi matematici e statistici per: 
 
- definire o selezionare procedure di misurazione ed esperimenti ottimali; 
- fornire il massimo delle informazioni chimiche rilevanti analizzando dati chimici. 
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Generalmente i sistemi reali che poniamo sotto osservazione e dai quali vogliamo 
trarre un’informazione, sono di tipo multivariato, cioè governati da più variabili 
contemporaneamente e solo raramente sono di tipo univariato. La maggior parte delle 
procedure statistiche ed analitiche non tiene conto di questo fatto e tende a trasformare in 
univariati tutti i problemi, anche quelli che sono intrinsecamente multivariati.  
La chemiometria, invece, consente un approccio di tipo multivariato al processo da 
studiare: in questo modo permette di tenere conto di tutte le variabili in gioco, consentendo 
di sfruttare al meglio tutte le informazioni contenute nei dati da analizzare.  
La chemiometria raccoglie al suo interno i metodi di classificazione, di 
modellamento e di regressione multivariata, l'analisi di similarità, l'analisi delle 
componenti principali e i diversi metodi ad essa collegati, i sistemi esperti e i metodi di 
intelligenza artificiale, le strategie basate sulle reti neurali, i metodi di disegno 
sperimentale e di ottimizzazione. 
Tra le tecniche chemiometriche, il disegno sperimentale consente di progettare le 
prove con cui poter ottimizzare ed analizzare, ad esempio, un processo produttivo o una 
reazione. Sulla base dei risultati che si ottengono con la sperimentazione, si possono fare 
delle considerazioni in merito al problema ed apportare i necessari miglioramenti al 
processo. 
La metodologia della pianificazione sperimentale richiede una serie di passi 
finalizzati alla soluzione del problema in esame. Questa serie di passi è necessaria 
altrimenti il problema potrebbe restare mal posto, non ben definito, e, in fin dei conti, 
presentarsi in modo tale da non essere suscettibile ad una soluzione scientifica percorribile 
o efficiente. 
I passi fondamentali in cui si articola la metodologia della pianificazione 
sperimentale per la risoluzione del problema sono: 
 
1. analisi del problema; 
2. pianificazione degli esperimenti; 
3. esecuzione degli esperimenti; 
4. trattamento statistico dei dati e analisi dei risultati statistici. 
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2 – SCOPO DEL LAVORO 
Nonostante l’utilizzo dei composti organostannici nelle vernici antivegetative sia 
regolamentato ormai da molti anni e la loro presenza sugli scafi delle navi sia bandita dal 
1° gennaio 2008, il tributilstagno ed i suoi prodotti di degradazione sono ancora presenti 
nell’ambiente marino, soprattutto nelle zone costiere e portuali. Questo è dovuto alla loro 
elevata persistenza nei sedimenti, dai quali vengono riimmessi nella colonna d’acqua. A 
causa della loro elevata lipofilicità vengono bioaccumulati dal biota, nel quale possono 
essere presenti a concentrazioni elevate. La tossicità nei confronti degli organismi marini è 
nota da tempo: questi composti agiscono a livello del sistema endocrino (endocrine 
disruptors) creando squilibri ormonali che possono essere causa, anche per effetto 
sinergico con altri contaminanti, di alterazioni ben documentate quali l’imposex. È 
importante valutare la diffusione di queste sostanze nell’ambiente acquatico anche in 
relazione con la potenziale esposizione dell’uomo, sul quale gli effetti degli organostannici 
sono meno noti. 
Al momento non esistono biomarker specifici da utilizzare nel biomonitoraggio 
come indicatori della presenza di questi composti e la determinazione chimica rimane il 
modo più sicuro per identificarli e quantificarli.  
Il D.M. 367/03 classifica gli organostannici come sostanze pericolose prioritarie e 
per garantire standard di qualità elevati nella matrice acquosa e nei sedimenti fissa limiti 
molto restrittivi per la loro presenza. 
Le metodiche tradizionali per la determinazione di tributilstagno (TBT), 
dibutilstagno (DBT) e monobutilstagno (MBT) sono spesso laboriose e comportano tempi 
di preparazione del campione molto lunghi e utilizzo di grosse quantità di solventi. 
Lo scopo del lavoro è quello di mettere a punto delle metodiche alternative per la 
determinazione di questi inquinanti nelle matrici acqua, sedimento e biota utilizzando la 
microestrazione in fase solida (SPME) nella fase di estrazione e preconcentrazione del 
campione prima della determinazione analitica in GC-MS. L’impiego della SPME ha 
l’obiettivo di ridurre drasticamente i tempi di analisi ed aumentare i livelli di 
riproducibilità ed accuratezza. Nel caso della matrice acquosa, con l’utilizzo della SPME si 
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intende integrare ed automatizzare tutti i passaggi, dall’apertura del campione alla 
rilevazione strumentale. 
Le metodiche, una volta messe a punto sono state validate determinando 
sperimentalmente la linearità, i limiti di rilevabilità, l’accuratezza e la precisione del 
metodo (con l’impiego di due materiali di riferimento certificati). 
È stato possibile validare ulteriormente la precisione dei metodi partecipando ad 
una serie di circuiti di intercalibrazione riguardanti la determinazione di (TBT), (DBT) e 
(MBT) in una soluzione metanolica incognita ed in campioni di acqua di mare (fortificata), 
di sedimento e di tessuto di mitili liofilizzati. 
La metodica di analisi sul biota è stata utilizzata in uno studio di bioaccumulo di 
organostannici su mitili (Mytilus galloprovincialis). Una resta di mitili proveniente da 
Santa Croce (Golfo di Trieste) è stata trapiantata all’interno del porticciolo di Servola, 
all’interno del quale sono ormeggiate barche di piccole dimensioni e che si trova nelle 
vicinanze dei moli per lo scarico delle petroliere. Sono stati effettuati campionamenti a 
diversi tempi (34, 49, 96 e 146 giorni) e sugli individui prelevati sono stati isolati la 
ghiandola digestiva (epatopancreas) e le branchie dal resto del corpo per valutare 
l’eventuale accumulo del TBT e dei suoi prodotti di degradazione negli organismi 
sentinella. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MESSA A PUNTO DI METODICHE PER LA DETERMINAZIONE DI COMPOSTI ORGANOSTANNICI IN AMBIENTE MARINO 
_____________________________________________________________________________________________________________________ 
 22
3 – MATERIALI E METODI 
3.1. – Standard e reagenti 
Gli standard organostannici utilizzati sono i seguenti: monobutilstagno tricloruro 
([MBT], 95% di purezza, prodotto dalla Sigma-Aldrich), dibutilstagno dicloruro ([DBT], 
per sintesi organica, prodotto dalla Merck), tripropilstagno cloruro ([TPrT], per sintesi 
organica, prodotto dalla Merck) e tributilstagno cloruro ([TBT], 97% di purezza, prodotto 
dalla Fluka). 
Acido acetico e acetato di sodio sono stati prodotti dalla Fluka, mentre il metanolo 
(per analisi di pesticidi organici) ed i reattivi derivatizzanti sodiotetrafenilborato (purezza 
99.5+% ) e sodiotetraetilborato (purezza 97%) dalla Sigma Aldrich. 
Le soluzioni di derivatizzante al 2% sono state preparate in acqua Milli-Q ogni 
giorno subito prima dell’utilizzo. L’acqua Milli-Q (ρ=18.2 mΩ) è stata ottenuta attraverso 
purificazione e deionizzazione di acqua di rubinetto per mezzo di un sistema Millipore. 
Le soluzioni madre dei composti organostannici sono state preparate singolarmente 
alla concentrazione di 200 mg[Sn]/l in metanolo per diluizione degli standard e conservate 
al buio alla temperatura di 4°C. Da queste sono state preparate per diluizione tutte le altre 
soluzioni. 
Le fibre SPME, le vial da 20 ml per autocampionatore ed i tappi di chiusura in 
silicone e PTFE sono state acquistate dalla Supelco. 
Per la fase di messa a punto delle metodiche sono stati utilizzati campioni reali di 
acqua di mare, sedimenti liofilizzati e polpa di Mytilus galloprovincialis disponibili in 
laboratorio e conservati alla temperatura di 4°C. 
I materiali di riferimento certificati impiegati nella fase di validazione del metodo 
sono stati prodotti dalla BCR (Community Bureau of Reference) e sono il CRM BCR 462 
(freeze dried coastal sediment) ed il CRM BCR 477 (freeze dried mussel tissue). 
Tutta la vetreria impiegata, ad eccezione delle vial usa e getta (testate 
precedentemente per verificare l’assenza di tracce di organostannici o di contaminanti 
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interferenti) è stata accuratamente lavata con apposito detergente per vetreria di laboratorio 
e condizionata per una notte in HNO3 10%. 
 
3.2 – Strumentazione utilizzata 
Per l’estrazione degli organostannici da sedimento e biota è stato impiegato un 
bagno ad ultrasuoni Starsonic 60 (PBI International). 
Le analisi cromatografiche sono state effettuate tramite un gascromatografo Agilent 
6890 dotato di rivelatore di massa Agilent 5973N. Un liner dedicato per SPME da 0.75 
mm di diametro interno è stato installato nell’iniettore split/splitless mantenuto a 250°C. 
Si è operato in modalità pulsed splitless impostando una pressione iniziale di 40 psi 
mantenuta per 1 minuto; con questa modalità operativa si fa in modo che tutti gli analiti 
desorbiti dalla fibra vengano “spinti” direttamente in colonna per mezzo di una pressione 
elevata. La colonna capillare impiegata per la separazione degli analiti è una Supelco BP-5 
da 60 metri, 0.25 mm di diametro interno e 0.25 μm di spessore del film della fase 
stazionaria e il flusso dell’elio in colonna è di 1.4 ml/min (costante). La temperatura 
iniziale del forno è di 60°C, mantenuta costante per 1 minuto, successivamente sono state 
applicate tre rampe di temperatura: da 60°C a 190°C a 30°C/min (mantenuta per 1 minuto), 
da 190°C a 240°C a 5°C/min (costante per 1 minuto), da 240°C a 310°C a 15°C min 
(costante per 6 minuti). La durata complessiva della corsa cromatografica è di 28 minuti.   
I parametri del rivelatore di massa sono i seguenti: temperatura della transfer line 
250°C, temperatura della sorgente 270°C, temperatura del quadrupolo 170°C, ion solvent 
delay 2.5 minuti (è il tempo che si lascia passare tra l’iniezione del campione e l’inizio 
dell’acquisizione cromatografica). Il rivelatore di massa è stato impostato in modalità full-
scan, effettuando scansioni degli ioni da m/z 100 a 400 amu con una velocità di 
acquisizione di 4.72 scansioni al secondo. La ionizzazione ad impatto elettronico è stata 
operata con energia degli elettroni di 70 eV. 
L’estrazione ed il desorbimento automatizzati tramite SPME sono stati effettuati 
per mezzo di un sistema autocampionatore per fibra SPME Multi Purpose Sampler MPS2 
Gerstel GmbH. 
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La fibra che è stata impiegata nelle determinazioni degli organostannici è la 
DVB/CAR/PDMS 50/30 μm, costituita da tre diverse fasi stazionarie: divinilbenzene, 
carboxen e polidimetilsilossano. 
L’estrazione è stata effettuata in spazio di testa, esponendo la fibra nella fase vapore 
all’interno della vial. Le condizioni operative iniziali che sono state utilizzate sono state 
ricavate in parte dalla bibliografia ed in parte dall’esperienza di laboratorio. In dettaglio, si 
è lavorato ad una temperatura di 40°C, con tempo di incubazione di 15’ e tempo di 
estrazione di 20’. Il campione viene mantenuto sotto costante agitazione ad una velocità di 
250 rpm. Terminata la fase di estrazione, l’autocampionatore toglie la fibra dalla vial, la 
inserisce all’interno dell’iniettore del gascromatografo dove avviene il desorbimento 
termico. 
 
 
3.3 – Preparazione dei campioni e derivatizzazione 
3.3.1 – Prove preliminari per la scelta del reattivo derivatizzante 
Le prime prove sono state effettuate con soluzioni di acqua di rubinetto fortificata 
con l’aggiunta di organostannici utilizzando il sodiotetrafenilborato come reagente 
derivatizzante, seguendo la metodica proposta da Mishra et al. (2005) per la 
determinazione di mercurio e metilmercurio in campioni di acqua marina, sedimento e 
biota. La scelta di utilizzare questo composto rispetto al sodiotetraetilborato, maggiormente 
utilizzato in letteratura, è dovuta alla sua maggiore stabilità e maneggiabilità: il 
sodiotetraetilborato infatti è piroforico all’aria ed instabile in presenza di umidità. 
In seguito ai primi deludenti risultati, nei quali la reazione di derivatizzazione non 
avveniva in maniera efficiente (si veda il cap. 4) si è passati all’impiego del 
sodiotetraetilborato (STEB), che ha comportato l’adozione di precauzioni particolari, sia 
per mantenere la stabilità del composto durante la conservazione, sia per garantire la 
sicurezza dell’operatore. È stata acquistata una cappa portatile che è stata modificata 
aggiungendo un ingresso per l’azoto ed inserendovi un becker contenente gel di silice. In 
questo modo è stato possibile operare in condizioni inerti, in assenza di aria e di umidità. 
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Per evitare la degradazione del STEB la procedura di preparazione delle soluzioni di 
derivatizzante è la seguente: 
 
- una vial con relativo tappo dotato di setto teflon/silicone vengono pesati alla 
bilancia analitica; 
- vial e tappo vengono inseriti all’interno della cappa che viene chiusa 
ermeticamente; 
- vengono effettuati dei cicli, saturando dapprima la cappa con azoto e sfiatando in 
maniera da eliminare tutta l’aria residua; 
- la vial viene lasciata all’interno della cappa per almeno 10 minuti al fine di 
eliminarne dalla superficie eventuali tracce di umidità; 
- lavorando per mezzo dei guanti collegati alla cappa viene insertita, aiutandosi con 
una spatolina in plastica, una opportuna quantità di derivatizzante e la vial viene 
chiusa direttamente all’interno della cappa; 
- la vial chiusa viene estratta dalla cappa e pesata, in modo da determinare la quantità 
esatta di sostanza inserita; 
- la quantità esatta di acqua Milli-Q necessaria per raggiungere la concentrazione di 
interesse (2% peso/volume) viene aggiunta per mezzo di una siringa perforando il 
setto della vial. 
 
3.3.2 – Matrice acquosa 
Tra le matrici oggetto di studio, quella acquosa è quella più semplice da trattare, in 
quanto l’estrazione viene effettuata direttamente sul campione, previa aggiunta di un 
tampone per l’aggiustamento del pH e la fase di derivatizzazione. 
Il pH è un fattore importante per avere una reazione di derivatizzazione il più 
completa possibile; è noto che è ottimale lavorare in ambiente tamponato a pH vicino a 5 
(Moens et al., 1997). 
Per la preparazione del campione di questa analisi è stata modificata la metodica 
messa a punto da Millán e Pawliszyn (2000). 8 ml di campione sono stati posti nella vial da 
20 ml e sono state aggiunte le opportune quantità di standard. È stato aggiunto 1 ml di 
tampone acetato (pH 4; 0.1 M) ed è stata tappata la vial. Dopo aver agitato per alcuni 
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secondi per favorire il mescolamento, con una siringa sono stati aggiunti 0.5 ml di 
soluzione STEB 2%. Il campione è stato agitato per un minuto tramite agitatore orbitale e 
la vial, a questo punto pronta per l’analisi, viene posta nell’autocampionatore.  
 
3.3.3 – Sedimento 
Mentre nei campioni acquosi l’estrazione mediante SPME viene effettuata 
direttamente sul campione, nel caso dei sedimenti e del biota è necessario aggiungere una 
fase di estrazione dalla matrice dei composti organostannici. Anche in questo caso è stata 
modificata la metodica di Millán e Pawliszyn (2000). Le prove di messa a punto del 
metodo sono state effettuate su campioni di sedimenti marini liofilizzati disponibili in 
laboratorio. 
0.5 grammi di sedimento vengono pesati accuratamente in una provetta di vetro 
pirex provvista di tappo con setto in teflon. Dopo aver fatto le opportune aggiunte di 
standard di organostannici, vengono aggiunti 5 ml di soluzione HCl 20% - MeOH 1:1. La 
provetta viene chiusa e l’estrazione viene effettuata attraverso bagno ad ultrasuoni. Sono 
state effettuate alcune prove a diversi tempi di estrazione e si è osservato che già dopo 1 
ora l’estrazione è praticamente completa. Il campione viene poi centrifugato a 3500 rpm 
per 5 minuti e 2 ml della soluzione contenente gli analiti vengono trasferiti in una vial da 
20 ml a cui si aggiungono 7 ml di tampone acetato (pH 5.3; 1.5 M). La vial viene agitata e 
tappata. Dopo aver aggiunto alla soluzione 0.5 ml di STEB 2%,  si agita tramite agitatore 
orbitale per un minuto e si procede all’analisi gascromatografica. 
Nel caso dei sedimenti viene utilizzata una soluzione tampone più concentrata 
rispetto ai campioni acquosi in quanto la soluzione utilizzata per l’estrazione è piuttosto 
concentrata. 
 
3.3.4 – Biota 
Per la messa a punto della metodica sono stati impiegati campioni di Mytilus 
galloprovincialis liofilizzati ed omogeneizzati già disponibili in laboratorio. Sul materiale 
liofilizzato sono state effettuate le aggiunte degli standard. 
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Si è provato ad effettuare l’estrazione su 0.1 e su 0.2 grammi di campione operando 
in maniera analoga ai sedimenti con la miscela HCl 20% - MeOH 1:1. I risultati non sono 
stati soddisfacenti, con risposte cromatografiche basse. Questo è dovuto alla complessità 
della matrice ed in particolare all’elevato contenuto lipidico del materiale organico. È stato 
quindi necessario considerare una metodica alternativa. Da una ricerca bibliografica si è 
visto che, tra i metodi utilizzabili per l’abbattimento del contenuto lipidico di materiali 
biologici in analisi di speciazione di composti organometallici, abbastanza utilizzata è la 
digestione alcalina (Liang et al., 1996; Tang e Wang, 2007). Trattasi di una reazione di 
saponificazione, che può essere realizzata utilizzando una soluzione sufficientemente 
concentrata di KOH in metanolo. 
Sono state effettuate alcune prove preliminari su un campione addizionato di 200 
μg[Sn]/kg di organostannici per valutare quali fossero la concentrazione della soluzione (5 
o 25%) e la quantità di campione da utilizzare (0.1 o 0.2 grammi) per avere la migliore 
resa. Le condizioni che sono risultate più efficaci sono 0.1 g di campione e KOH/MeOH 
25%. 
La fase di estrazione ottimizzata è la seguente: 0.1 grammi di mitili liofilizzati ed 
omogeneizzati vengono pesati accuratamente in una provetta di vetro pirex provvista di 
tappo con setto in teflon; dopo aver fatto le opportune aggiunte di standard di 
organostannici vengono aggiunti 5 ml di soluzione KOH/MeOH 25%. La provetta viene 
chiusa e l’estrazione viene effettuata attraverso bagno ad ultrasuoni ad una temperatura di 
50°. Già dopo 1 ora di estrazione il campione organico è completamente disciolto dal 
solvente. Il campione viene poi centrifugato a 3500 rpm per 5 minuti e 1.5 ml della 
soluzione vengono trasferiti in una vial da 20 ml. A questi vengono aggiunti 7 ml di 
tampone acetato (pH 5.3; 1.5 M) e la vial viene tappata e agitata per favorire il 
mescolamento. 
Vengono aggiunti alla soluzione 0.5 ml di STEB 2%,  si agita tramite agitatore 
orbitale per un minuto e si procede all’analisi gascromatografica. 
 
MESSA A PUNTO DI METODICHE PER LA DETERMINAZIONE DI COMPOSTI ORGANOSTANNICI IN AMBIENTE MARINO 
_____________________________________________________________________________________________________________________ 
 28
3.4 – Screening dei fattori della fase SPME nella determinazione degli 
organostannici nel biota 
È stato effettuato uno studio di disegno sperimentale con l’obiettivo di valutare 
l’influenza di alcuni parametri sulla resa della microestrazione in fase solida nell’analisi 
degli estratti da matrici biologiche contenenti organostannici. 
 
3.4.1 – Definizione degli obiettivi e delle risposte 
Dal momento che le risposte cromatografiche che si ottengono dagli estratti dei 
campioni biologici sono, a parità di concentrazione, più basse di quelle ottenute nei 
sedimenti, è importante cercare di massimizzarle il più possibile. L’obiettivo della fase di 
ottimizzazione è infatti quello di individuare quali siano i fattori rilevanti nella fase di 
estrazione con SPME nella determinazione degli organostannici da biota, al fine di 
individuare le condizioni operative utili per avere una resa migliore. La quantità di analiti 
estratti dalla matrice è direttamente proporzionale alla risposta cromatografica ottenuta. Per 
questo motivo le risposte che sono state monitorate sono le aree cromatografiche. La 
matrice che è stata analizzata è un estratto di un campione di mitili (estrazione tramite 
KOH/MeOH 25%), fortificato con gli analiti in esame ad una concentrazione pari a circa 4 
ng/ml (corrispondenti a circa 200 μg/kg riferiti al materiale estratto). 
 
3.4.2 – Scelta dei fattori 
I fattori della fase SPME che si ritiene possano essere influenti nell’aumento della 
risposta cromatografica sono la temperatura operativa, il tempo di incubazione e quello di 
estrazione. 
La temperatura operativa influenza l’estrazione degli analiti soprattutto quando si 
lavora in spazio di testa. Un aumento di temperatura favorisce, infatti, l’evaporazione dei 
composti dalla fase liquida verso la fase vapore, rendendoli maggiormente disponibili alla 
fibra polimerica della SPME. In alcuni casi, tuttavia, una temperatura troppo elevata può 
favorire anche fenomeni di desorbimento degli analiti dalla fibra (l’estrazione della fibra è 
un processo regolato dall’equilibrio). 
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L’incubazione è la fase in cui il campione viene riscaldato ed agitato al fine di 
favorire l’instaurarsi dell’equilibrio all’interno della vial di campionamento e precede la 
fase di estrazione vera e propria in cui l’autocampionatore espone la fibra polimerica nello 
spazio di testa della vial. 
 
3.4.3 – Scelta del dominio sperimentale 
 
3.4.3.1 – Temperatura 
Solitamente, quando si analizzano composti volatili in spazio di testa, per evitare 
fenomeni di desorbimento dalla fibra, si opera a temperature vicine a quella ambiente. Per 
valutare l’effetto della variazione di temperatura sulla resa estrattiva è stato scelto come 
dominio sperimentale l’intervallo compreso tra 30°C (il minimo valore raggiungibile 
dall’incubatore dell’autocampionatore) e 50°C. 
 
3.4.3.2 – Tempi di incubazione e di estrazione 
La somma del tempo di incubazione e di estrazione fornisce il tempo totale della 
fase SPME. Dal momento che l’analisi cromatografica ha una durata complessiva di 35 
minuti (tempo di analisi + tempo di raffreddamento del forno), nell’ottica dell’analisi di 
grandi quantità di campioni è bene che i tempi della SPME e dell’analisi cromatografica 
siano il più possibile comparabili, in modo da ottimizzare il più possibile il sincronismo tra 
l’autocampionatore e il cromatografo. Per questo motivo i domini dei due parametri sono 
stati scelti in modo tale che il massimo valore della loro somma fosse di 45 minuti. Per il 
tempo di incubazione è stato scelto il range 5-15 min. e per il tempo di estrazione 10-30 
min. 
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3.4.4 – Scelta del tipo di disegno fattoriale 
In questa fase di screening si è scelto di impiegare un disegno fattoriale completo a 
tre fattori e due livelli (23//8), in cui gli esperimenti sono organizzati effettuando tutte le 
possibili combinazioni di valori ammessi per ciascuna variabile. Gli esperimenti da 
eseguire sono 23, cioè 8 e sono riportati in tabella 3.1. 
 
Esp. T tincubazione testrazione 
1 30°C 5 min. 10 min. 
2 50°C 5 min. 10 min. 
3 30°C 15 min. 10 min. 
4 50°C 15 min. 10 min. 
5 30°C 5 min. 30 min. 
6 50°C 5 min. 30 min. 
7 30°C 15 min. 30 min. 
8 50°C 15 min. 30 min. 
Tabella 3.1 – Condizioni per gli esperimenti ottenuti dal disegno 
fattoriale completo 23//8. 
 
 
3.4.5 – Scalatura delle variabili 
Per poter confrontare tra loro variabili diverse, con unità di misura diverse, è 
necessario effettuare una scalatura delle stesse, in maniera da renderle omogenee e 
confrontabili tra loro. 
Il tipo di scalatura che è stata scelta è quella rispetto al centro (centering), in cui il 
valore della variabile viene definito come: 
 
jijij xxx −='  
 
dove jx  rappresenta la media della variabile j-esima, calcolata su tutti gli n campioni. La 
centratura sposta tutte le variabili nel loro centro, quindi la media di ciascuna variabile 
centrata è uguale a zero. 
La tabella 3.1, dopo la scalatura delle variabili, viene trasformata nella seguente: 
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Esp. x1 x2 x3 
1 -1 -1 -1 
2 +1 -1 -1 
3 -1 +1 -1 
4 +1 +1 -1 
5 -1 -1 +1 
6 +1 -1 +1 
7 -1 +1 +1 
8 +1 +1 +1 
Tabella 3.2 – Tabella degli esperimenti 
dopo la scalatura delle variabili. 
 
La matrice costituita dalle ultime tre colonne, in cui i livelli dei fattori sono 
codificati da ±1, è detta matrice degli esperimenti per un disegno fattoriale completo a tre 
fattori e due livelli. 
Per valutare anche l’entità dell’errore sperimentale, gli otto esperimenti sono stati 
eseguiti in triplo (per un totale di 24 esperimenti). Inoltre, l’ordine di esecuzione delle 
analisi è stato randomizzato per evitare possibili errori sistematici (come, ad esempio, 
fenomeni di effetto memoria). 
 
3.4.6 – Trattazione matriciale delle regressione 
L’analisi statistica dei dati relativi alla fase di screening dei fattori è stata effettuata 
attraverso l’utilizzo del software Matlab 6.0 (2001, The MathWorks, Inc.). 
Quello che si vuole dalla trattazione statistica è ottenere, per ognuno degli analiti in 
esame, un modello lineare del tipo: 
 
3322110 xbxbxbby +++=  
 
che sia in grado di mettere in relazione le risposte y , ottenute sperimentalmente, con i 
fattori in esame ( 1x , 2x  e 3x ), per mezzo dei coefficienti di correlazione ( 0b , 1b , 2b e 3b ). 
L'equazione matriciale che porta alla soluzione del metodo dei minimi quadrati 
ordinari e che quindi consente di calcolare i coefficienti del modello è: 
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YXXXb TT
1
)(
−=  
 
dove X è la matrice del modello, b è il vettore (colonna) dei valori stimati dei 
coefficienti di regressione del modello e Y è il vettore (colonna) delle risposte 
sperimentali. XT è la trasposta della matrice del modello. 
L’analisi dei risultati statistici ottenuti dal modello di regressione fornisce, 
attraverso i coefficienti delle variabili, tutte le informazioni necessarie per valutare 
l'importanza dei fattori nel modellare il comportamento del sistema. Infatti, i fattori 
caratterizzati da un coefficiente molto grande (in valore assoluto), sono generalmente i 
fattori più influenti sulla risposta sperimentale e quindi i fattori cui dedicare la propria 
attenzione per conseguire i risultati attesi. Il segno algebrico del coefficiente di regressione 
fornisce un'ulteriore informazione circa la variazione della risposta misurata a seguito di 
una variazione definita del fattore corrispondente: un coefficiente positivo indica che la 
risposta tende ad aumentare se il fattore corrispondente viene aumentato e viceversa. 
Una volta ottenuto il modello, questo viene utilizzato per calcolare i valori della 
risposta stimata per gli esperimenti eseguiti (matrice Yˆ ) e, da questa, il vettore dei residui 
e:  
 
                            bXY ⋅=ˆ                              YYe ˆ−=  
 
Il problema della regressione non si esaurisce nell'ottenimento dei coefficienti di 
regressione, ma coinvolge anche molti altri aspetti che riguardano l’affidabilità del 
modello, la sua predittività, la sua significatività e il controllo dei requisiti richiesti 
affinché il metodo di regressione dei minimi quadrati sia realmente applicabile. Per 
effettuare questi controlli esistono numerosi test statistici, tra cui il coefficiente di 
determinazione, ricavato dalla seguente formula: 
 
TSS
RSSR −= 12           con 10 2 ≤≤ R  
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RSS è la somma dei quadrati degli scarti (Residual Sum of Squares), calcolata 
come: 
∑∑
==
=−=
n
i
i
n
i
ii eyyRSS
1
2
1
2)ˆ(  
 
e TSS è la somma totale dei quadrati (Total Sum of Squares): 
 
∑
=
−=
n
i
i yyTSS
1
2)(  
 
Il coefficiente di determinazione R2 rappresenta la varianza spiegata in fitting dal 
modello di regressione e descrive se il modello si adegua bene ai dati sperimentali. Un 
valore di R2 uguale a uno indica un modello perfetto, capace di spiegare il 100% della 
variabilità delle risposte sperimentali, mentre un valore di R2 uguale a zero indica un 
modello in cui i residui sono dello stesso ordine di grandezza di TSS. 
 
3.5 – Valutazione del bioaccumulo su Mytilus galloprovincialis nel 
porticciolo di Servola (Trieste) 
La metodica per la determinazione dei composti organostannici in matrici 
biologiche è stata utilizzata in uno studio di bioaccumulo sul mollusco Mytilus 
galloprovincialis effettuato tra marzo ed agosto 2008. 
Una resta di mitili proveniente da Santa Croce, zona del Golfo di Trieste adibita 
alle attività di mitilicoltura, è stata trapiantata nel punto di ingresso di un porticciolo per 
barche di piccole dimensioni situato nel rione di Servola. Come si può vedere dalla figura 
3.1 il porto è collocato tra la proprietà della Ferriera (un’antica industria siderurgica) ed i 
moli della SIOT (Società Italiana per l’Oleodotto Transalpino), punti di attracco e di 
scarico delle petroliere, il cui greggio viene depositato nei terminal dell’oleodotto. Si tratta 
quindi di una zona soggetta ad elevato traffico marittimo. 
Sono stati effettuati 5 campionamenti: al momento del prelevamento della resta a 
Santa Croce (t0) e dopo 34, 49, 96 e 146 giorni di permanenza dei mitili a Servola. È stato 
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effettuato un campionamento di controllo prelevando dei mitili a Santa Croce dopo 97 
giorni. 
 
 
Figura 3.1 – Collocazione del porticciolo di Servola (in alto a destra) e dei vicini pontili 
della SIOT per l’attracco e lo scarico delle petroliere (in alto a sinistra). 
 
Ad ogni campionamento sono stati prelevati una ventina di molluschi e trasportati 
in laboratorio all’interno di recipienti contenenti acqua marina. Qui sono stati registrati la 
lunghezza totale della conchiglia ed il peso. Gli organismi sono stati aperti con un coltello 
d’acciaio inossidabile, preventivamente lavato, è stata rimossa l’acqua di mare contenuta e 
sono stati risciacquati con acqua Milli-Q. 
Il corpo dei mitili è stato accuratamente sezionato, isolando le branchie e la 
ghiandola digestiva (epatopancreas) dal resto del corpo (figura 3.2). Gli organi dissezionati 
sono stati sgocciolati, pesati, raccolti in provette di polietilene e conservati a -20°C. 
Il materiale è stato successivamente liofilizzato, omogeneizzato ed analizzato.   
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.2 – Esemplare di Mytilus galloprovincialis e disegno della sezione sagittale 
(immagine tratta da Palese, 1992). aa: muscolo adduttore anteriore; ap: muscolo 
adduttore posteriore; b:branchie; ep: epatopancreas; m: mantello; p: piede. 
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4 – RISULTATI E DISCUSSIONE 
4.1 – Prove preliminari per la scelta del reattivo derivatizzante 
Le prove iniziali per la valutazione del derivatizzante sono state effettuate su acqua 
di rubinetto addizionata del solo tributilstagno cloruro. La derivatizzazione del campione 
con il sodiotetrafenilborato è stata accompagnata da formazione di un precipitato 
cristallino ed i risultati ottenuti sono stati deludenti. In figura 4.1 è riportato il 
cromatogramma relativo ad un campione di acqua addizionato con circa 100 ug/l di TBT. 
Sono stati estratti dal cromatogramma totale (TIC) i frammenti relativi al TBT cloruro (m/z 
267 e 269) e al TBT fenilato (m/z 311 e 313). La presenza del picco del TBT cloruro 
indica che la reazione di derivatizzazione non è completa. È, inoltre, presente un terzo 
picco che viene identificato dal software come TBT bromuro; anche in questo caso si tratta 
di analita non derivatizzato. La presenza di questo terzo picco può essere spiegata dalla 
presenza di ioni bromuro nell’acqua di rete che sono in grado di complessare il TBT.  
 
 
c
b
a
 
Figura 4.1 – Cromatogramma di un campione di acqua di rubinetto fortificato con 100 ppb 
di TBT e derivatizzato con sodiotetrafenilborato. Il picco c è il TBT fenilato, a è il TBT 
cloruro e b il TBT bromuro. 
 
 
 
La figura 4.2 si riferisce, invece, allo stesso esperimento effettuato su un campione 
di acqua di mare con la stessa concentrazione del campione precedente: si osserva 
unicamente la presenza del picco del TBT cloruro: in questo caso la derivatizzazione ha 
avuto resa nulla. 
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Figura 4.2 – Cromatogramma di un campione di acqua di mare fortificato con 100 ppb di 
TBT e derivatizzato con sodiotetrafenilborato. Il picco a è il TBT cloruro; risulta 
completamente assente il picco del TBT derivatizzato. 
 
 
 
A causa dei risultati poco soddisfacenti ottenuti con il sodiotetrafenilborato si è 
passati all’utilizzo del sodiotetraetilborato (STEB). 
In figura 4.3 è riportato il cromatogramma di un campione di acqua di mare 
addizionato degli standard ad una concentrazione di 0.8 ppb ed in figura 4.4 gli spettri di 
massa dei quattro composti organostannici dopo derivatizzazione con STEB. 
 
 
 
a
cb d
 
Figura 4.3 – Cromatogramma di un campione di acqua di mare fortificato con 0.8 ppb di 
organostannici e derivatizzato con sodiotetraetilborato. Il picco a è il MBT etilato, b è il TPrT 
etilato, c il DBT etilato e d il TBT etilato. 
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Figura 4.4 – Spettri di massa sperimentali degli organostannici etilati: a) tripropiletilstagno 
(TPrT); b) monobutiletilstagno (MBT); c) dibutildietilstagno (DBT); d) tributiletilstagno 
(TBT). 
 
 
L’identificazione degli organostannici etilati nelle varie matrici è stata effettuata 
sulla base del loro tempo di ritenzione e del loro spettro di massa, confrontandoli con quelli 
ottenuti da campioni fortificati dall’aggiunta di standard. 
La quantificazione invece è stata effettuata con il metodo delle aggiunte standard, 
con l’impiego del tripropilstagno derivato come standard interno. Questo metodo è ideale 
nel caso di analisi fortemente influenzate dall’effetto matrice. Il campione viene suddiviso 
in diverse aliquote, ad ognuna delle quali viene aggiunta una identica quantità di soluzione 
di tripropilstagno cloruro (variabile a seconda del tipo di matrice). Una aliquota viene 
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analizzata direttamente, mentre alle altre vengono addizionate anche quantità crescenti di 
standard degli analiti in esame (MBT, DBT e TBT). 
Al termine dell’analisi, per ognuno dei composti viene costruita una retta di 
calibrazione in cui si riportano in ascissa il rapporto tra l’area del composto incognito e 
quella dello standard interno ed in ordinata il rapporto delle loro concentrazioni. Si 
ottengono così delle rette che permettono di ricavare la concentrazione dell’analita nel 
campione determinando l’intersezione della retta con l’asse delle ascisse. 
 
 
4.2 – Matrice acquosa 
La linearità del metodo è stata valutata analizzando un campione di acqua di mare, 
suddiviso in diverse aliquote, ognuna delle quali è stata fortificata con quantità crescenti 
(0.02 – 0.08 – 0.4 – 0.8 – 4 e 16 μg[Sn]/l) di analiti. Le aree corrispondenti sono state 
corrette per l’area dello standard interno e riportate in grafico in funzione della 
concentrazione. Le rette di taratura ed i relativi valori del coefficiente di correlazione sono 
riportati in figura 4.5. 
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Figura 4.5 – Rette di taratura per MBT, DBT e TBT ottenute con il metodo delle aggiunte 
standard su un campione di acqua di mare. 
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Il metodo ha dimostrato una buona linearità in tutto l’intervallo di concentrazioni 
considerato ed il quadrato dei coefficienti di correlazione è molto vicino ad 1. In 
particolare, la migliore linearità si ha per il TBT (r2=0.9999). 
Valutando il cromatogramma dell’aliquota addizionata con 20 ng[Sn]/l è stato 
ricavato il valore del rapporto segnale/rumore di fondo (S/N) per ognuno degli analiti. Da 
questi sono state calcolate le concentrazioni corrispondenti al valore S/N=3 ottenendo in 
questo modo i seguenti limiti di rilevabilità: 
 
MBT: 8.3 ng[Sn]/l 
DBT: 6.6 ng[Sn]/l 
TBT: 7.1 ng[Sn]/l 
 
È stato riscontrato un abbassamento dei limiti di rilevabilità effettuando l’analisi 
cromatografica in modalità SIM (Selected Ion Monitoring): lo spettrometro di massa viene 
impostato per monitorare solamente i pochi ioni appartenenti ai composti di interesse. In 
questo modo si ottiene un miglioramento della linea di base e picchi meglio definiti. 
Operando in questa modalità sono stati ottenuti limiti di rilevabilità leggermente inferiori e 
più precisamente: 
 
MBT: 3.6 ng[Sn]/l 
DBT: 3.1 ng[Sn]/l 
TBT: 3.4 ng[Sn]/l 
 
I limiti raggiunti non sono, tuttavia, sufficientemente bassi da soddisfare le esigenti 
normative in campo ambientale. Il D.M. 367/2003 indica che i limiti di concentrazione da 
raggiungere nei corpi acquosi entro il 31 dicembre 2015 sono 1 ng/l per il dibutilstagno 
catione e 0.1 ng/l per il tributilstagno catione. Per il raggiungimento di tali livelli risulta 
necessario utilizzare tecniche di rivelazione più selettive nei confronti degli organostannici, 
come ad esempio il rivelatore FPD (flame photometric detector), oppure, in alternativa, 
accoppiare la tecnica gascromatografica ad un rivelatore ICP-MS (Inductively Coupled 
Plasma Mass Spectrometry).  
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 La precisione del metodo è stata calcolata valutando la ripetibilità analitica di 5 
repliche di un campione di acqua di mare contenente organostannici ad una concentrazione 
di 80 ng[Sn]/l. I valori ottenuti sono: 
 
MBT: 3.9% 
DBT: 10.4% 
TBT: 17.0% 
 
In tabella 4.1 sono riassunti i parametri analizzati nella validazione del metodo. 
 
 range di linearità r
2 RSD% LOD full scan 
LOD 
SIM 
MBT 0.02 – 16 0.9964 3.9 8.3 3.6 
DBT 0.02 – 16 0.9939 10.4 6.6 3.1 
TBT 0.02 – 16 0.9999 17.0 7.1 3.4 
Tabella 4.1 – Risultati della validazione del metodo per campioni acquosi: range di linearità (in 
μg[Sn]/l) con il relativo coefficiente di correlazione, precisione in termini di RSD (%), i limiti di 
rilevabilità (espressi in μg[Sn]/l) per l’analisi in full scan ed in SIM. 
 
 
4.3 – Sedimenti 
Le prove per la valutazione dell’effetto del tempo di sonicazione sulla resa sono 
state effettuate su un campione di sedimento al quale sono stati aggiunti MBT, DBT e TBT 
ad una concentrazione di circa 50 μg[Sn]/kg. 
I risultati, riportati in figura 4.6, indicano che per tempi di sonicazione di 60, 90 e 
120 minuti le aree cromatografiche ottenute per i tre analiti non variano in maniera 
significativa, mentre si osserva un aumento in corrispondenza dei 150 minuti. Tale 
aumento è, tuttavia, di modesta entità e non giustifica l’utilizzo di tempi di sonicazione 
così elevati: per questo motivo si è scelto di adottare i 60 minuti come tempo di 
sonicazione. 
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Figura 4.6 – Effetto della variazione del tempo di sonicazione sulle aree 
cromatografiche di MBT, DBT e TBT.  
 
Il range di linearità del metodo è stato valutato analizzando diverse aliquote di 
campione fortificato con quantità crescenti di analiti. Le aree corrispondenti sono state 
corrette per l’area dello standard interno e riportate in grafico. In figura 4.7 sono riportate 
le rette di taratura ed i relativi valori del coefficiente di correlazione ottenuti nell’analisi del 
campione di sedimento analizzato per il circuito di calibrazione interlaboratorio (capitolo 
4.5). 
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Figura 4.7 – Rette di taratura per MBT, DBT e TBT ottenute con il metodo delle aggiunte 
standard su un campione di sedimento. 
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I valori di r2 ottenuti sono molto vicini ad 1 ed indicano che nel range di 
concentrazioni considerato (0–600 μg[Sn]/kg) il metodo può essere considerato lineare. 
Per la determinazione dei limiti di rilevabilità è stato utilizzato un campione di 
sedimento liofilizzato esente da organostannici al quale è stata addizionata una quantità 
corrispondente a 5 μg[Sn]/kg di ognuno dei tre analiti in esame. Dall’analisi del 
cromatogramma è stato determinato il valore del rapporto segnale/rumore di fondo (S/N) 
ed è stato calcolato il valore di concentrazione per il quale questo rapporto è uguale a 3. 
Sono stati ottenuti i seguenti limiti di rilevabilità: 
 
MBT: 0.8 μg[Sn]/kg 
DBT: 0.6 μg[Sn]/kg 
TBT: 0.4 μg[Sn]/kg 
 
La precisione del metodo è stata calcolata valutando la deviazione standard relativa 
percentuale di 6 repliche del campione di sedimento analizzato nell’ambito del circuito di 
intercalibrazione. I valori ottenuti sono: 
 
MBT: 2.4% 
DBT: 4.2% 
TBT: 7.6% 
 
Nella tabella 4.2 vengono riassunti i parametri monitorati per la validazione del 
metodo. 
 
 range di linearità r
2 RSD% LOD full scan 
MBT 0 – 600 0.9956 2.4 0.8 
DBT 0 – 600 0.9969 4.2 0.6 
TBT 0 – 600 0.9949 7.6 0.4 
Tabella 4.2 – Risultati della validazione del metodo per sedimenti: range di 
linearità (in μg[Sn]/kg) con il relativo coefficiente di correlazione, precisione in 
termini di RSD (%), e limiti di rilevabilità (espressi in μg[Sn]/kg). 
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Per determinare l’accuratezza del metodo è stato analizzato il materiale di 
riferimento CRM BCR 462 (freeze dried coastal sediment), certificato solamente per le 
concentrazioni di DBT e TBT. Le concentrazioni determinate ed i valori certificati sono 
riportati nella tabella 4.3. 
 
 
 Valore certificato (ng[Sn]/g s.s.) 
Valore determinato 
(ng[Sn]/g s.s.) 
DBT 34±6 35±3 
TBT 22±6 25±4 
Tabella 4.3 – Valori certificati e concentrazioni sperimentali ottenute per il materiale di 
riferimento certificato CRM BCR 462 (freeze dried coastal sediment). 
 
I risultati ottenuti sono molto vicini a quelli certificati e rientrano pienamente 
nell’intervallo di incertezza indicata dimostrando l’accuratezza del metodo. 
 
 
4.4 – Biota 
Per valutare la quantità di materiale da estrarre e la concentrazione di soluzione di 
KOH/MeOH da utilizzare, sono state fatte delle estrazioni su un campione di mitili 
liofilizzato e fortificato con MBT, DBT e TBT (circa 200 μg[Sn]/kg). Una aliquota di 
campione da 0.1 g è stata estratta con la soluzione KOH/MeOH 5% ed una con quella al 
25%. Le stesse prove sono state eseguite su due aliquote da 0.2 g. 
I risultati sono riportati in figura 4.8. Si può osservare come l’aumento della 
concentrazione della potassa alcolica porti ad un aumento di risposta sia sui campioni da 
0.1 che su quelli da 0.2 grammi. È interessante notare che, a parità di concentrazione della 
soluzione la risposta cromatografica degli analiti varia di poco se la quantità di campione 
analizzata è di 0.1 o 0.2 grammi. Le condizioni operative che sono state scelte sono: 0.1 
grammi di campione e KOH/MeOH 25%. 
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Figura 4.8 – Variazione delle aree cromatografiche al variare della quantità di campione 
analizzato e della concentrazione della soluzione KOH/MeOH. Nelle figure della prima riga 
viene valutato l’effetto della concentrazione della potassa alcolica (5 – 25%) in funzione della 
quantità di campione (0.1 – 0.2 g). Nelle figure della seconda riga i dati vengono interpretati 
valutando, invece, l’effetto dato dalla quantità di campione a parità di concentrazione di potassa.  
 
È stata effettuata una prova per valutare l’effetto del volume della soluzione 
KOH/MeOH sulla risposta cromatografica. L’estrazione è stata effettuata su 0.1 grammi di 
mitili liofilizzati ed omogeneizzati utilizzando 5, 10 e 15 ml di potassa alcolica. Dopo 1 ora 
di sonicazione i campioni sono stati centrifugati e sono stati prelevati 1.5 ml di soluzione, 
che sono stati sottoposti a derivatizzazione, SPME ed analisi in GC-MS. 
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Figura 4.9 – Effetto della variazione del volume della soluzione 
KOH/MeOH sulle aree cromatografiche di MBT, DBT e TBT.  
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I risultati, riportati in figura 4.9 dimostrano come un aumento del volume della 
soluzione estraente comporta una diluizione degli analiti in soluzione ed una conseguente 
diminuzione della risposta cromatografica. Il volume di soluzione che è stato scelto di 
utilizzare è di 5 ml. 
 
4.4.1 – Screening dei fattori della fase SPME nella determinazione degli 
organostannici nel biota 
In tabella 4.4 sono riportati i risultati ottenuti dall’esecuzione degli otto esperimenti 
del disegno fattoriale completo a tre fattori e due livelli (23//8). Le aree riportate sono la 
media delle tre repliche e sono accompagnate dalle deviazioni standard relative. 
 
Esp. AMBT RSD%MBT ADBT RSD%DBT ATBT RSD%TBT 
1 666392 5.0 276947 8.3 100324 19.0 
2 506246 3.6 354096 10.7 142234 15.5 
3 680698 8.6 335734 7.4 111417 12.1 
4 558547 3.1 476392 2.8 203529 11.2 
5 820125 4.9 420988 7.8 155926 17.6 
6 572409 2.8 545484 2.3 270543 4.2 
7 835105 7.1 467472 12.4 185303 16.6 
8 538347 0.8 511883 3.4 252272 5.2 
 
RSDMBT 
media 
4.5 
RSDDBT 
media 
6.9 
RSDTBT 
media 
12.7 
Tabella 4.4 – Risultati sperimentali per gli otto esperimenti del disegno fattoriale completo. 
Ogni esperimento è stato effettuato in triplo, per cui sono state riportate le aree medie e la 
deviazione standard percentuale. 
 
 
La trattazione matriciale per l’ottenimento dei coefficienti di correlazione è stata 
applicata ad ognuno dei tre analiti in esame, ed i modelli ottenuti applicando il metodo di 
regressione dei minimi quadrati sono i seguenti: 
 
MBT:   y = 647230 - 103350·T + 5941·tinc + 44263·testr 
DBT:   y = 423620 + 48339·T + 24246·tinc + 62832·testr 
TBT:   y = 177690 + 39451·T + 10437·tinc + 38318·testr 
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I valori ed il segno dei coefficienti moltiplicativi associati ai parametri sperimentali 
temperatura, tempo di incubazione e di estrazione danno indicazioni importanti sull’effetto 
che la variazione di questi parametri ha sulla resa estrattiva. Si può subito osservare come 
in tutte le equazioni il parametro con minor peso è il tempo di incubazione; esso ha 
comunque sempre segno positivo, il che sta ad indicare come un suo aumento porti ad un 
aumento della resa. Il tempo di estrazione risulta nettamente più rilevante e, anche in 
questo caso, un aumento del tempo di esposizione della fibra porta ad un aumento della 
concentrazione degli analiti estratti. L’effetto della temperatura presenta invece risultati 
discordanti: il coefficiente è positivo per il DBT ed il TBT, ed in quest’ultimo caso è il 
parametro più influente. Nel monobutilstagno ha un valore grande e con segno negativo e 
quindi un aumento di temperatura sfavorisce l’estrazione di MBT dalla matrice. 
Queste conclusioni sono pienamente ragionevoli e giustificabili analizzando in 
dettaglio il processo di estrazione della microestrazione in fase solida. Come si è già detto, 
l’estrazione di analiti dalla matrice con l’SPME non è completa, ma è basata 
sull’instaurarsi di equilibri di ripartizione dei composti tra la fase vapore dello spazio di 
testa e la superficie della fibra esposta. Normalmente non si raggiunge mai l’equilibrio in 
quanto potrebbe comportare tempi lunghi, non compatibili con le analisi di laboratorio; si 
preferisce lavorare in condizioni di non-equilibrio, l’importante è che le condizioni siano il 
più possibile ripetibili tra un’estrazione ed un’altra. 
Un ulteriore equilibrio coinvolto è quello di ripartizione degli analiti tra la fase 
liquida (dove si trovano inizialmente) e la fase vapore. Il tempo di incubazione serve 
proprio a portare il campione in questa situazione di equilibrio prima dell’estrazione. 
Dall’analisi dei coefficienti si deduce che questo equilibrio viene raggiunto velocemente e 
per questo le variazioni del tempo di incubazione sono poco rilevanti ai fini della resa. Il 
tempo di estrazione invece è rilevante, in quanto tempi lunghi permettono di accumulare 
sulla fibra quantità maggiori di analiti, avvicinandosi alle condizioni di equilibrio. 
La temperatura, che favorisce indubbiamente il passaggio degli analiti in fase 
vapore, rendendoli maggiormente disponibili alla fibra esposta, ha tuttavia anche l’effetto 
secondario di favorire fenomeni di desorbimento dalla fibra dei composti adsorbiti. I primi 
composti a subire questo effetto indesiderato sono i più bassobollenti ed in quest’ottica si 
spiega l’effetto negativo della temperatura sull’estrazione del MBT. Un aumento di 
temperatura all’interno del range del dominio sperimentale considerato favorisce il 
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desorbimento del solo MBT. Se fosse stato considerato un limite superiore di temperatura 
più alto, probabilmente questo effetto si sarebbe manifestato anche per gli altri due analiti. 
   
4.4.1.1 – Valutazione dell’affidabilità del modello di regressione 
I modelli ottenuti per i singoli composti sono stati utilizzati per calcolare il valore 
della risposta stimata per gli esperimenti eseguiti e da questa il vettore dei residui dato 
dalla differenza tra i valori sperimentali e quelli stimati. Il valore dei residui permette di 
calcolare la somma totale dei quadrati (TSS) che, con la somma totale dei quadrati degli 
scarti, porta a calcolare il coefficiente di determinazione R2. 
I valori di R2 ottenuti (MBT: R2 = 0.906, DBT: R2 = 0.895 e TBT: R2 = 0.928) 
stanno ad indicare che i modelli calcolati hanno una buona capacità di fitting dei dati 
sperimentali. 
Per avere un ulteriore riscontro sulla qualità del modello ottenuto dalla regressione 
lineare è stato eseguito un nono esperimento, considerando i valori intermedi all’interno 
dei domini dei singoli fattori (x1=0; x2=0; x3=0) e cioè temperatura pari a 40°C, tempi di 
incubazione e di estrazione rispettivamente di 10 e 30 minuti. Le aree cromatografiche 
ottenute sono state confrontate con quelle stimate dall’applicazione del modello di 
regressione (tabella 4.5). 
 
Esp. x1 x2 x3 AMBT RSD%MBT ADBT RSD%DBT ATBT RSD%TBT 
9 0 0 0 683577 7.4 428398 9.6 157756 13.1 
   stimato 647230  423620  177690  
Tabella 4.5 – Risultati ottenuti per l’esperimento aggiuntivo e confronto dei risultati con quelli stimati dal 
modello di regressione. 
 
 
 
La deviazione dei risultati stimati da quelli sperimentali è del 5.3% per il MBT, 
dell’1.1% per il DBT e del 12.6% per il TBT e sono confrontabili con i valori di 
deviazione standard percentuale medi calcolati per i tre analiti che rappresentano l’errore 
sperimentale. 
La vicinanza dei valori predetti dai valori sperimentali conferma nuovamente la 
qualità dei modelli di regressione calcolati. 
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I disegni fattoriali utilizzati per i problemi di screening preliminare dei fattori 
rilevanti sono concepiti per effettuare un numero minimo di esperimenti sufficienti a 
stimare la rilevanza di ciascun fattore inizialmente considerato. Questi disegni rivestono 
quindi un ruolo preliminare nel contesto dello sviluppo del problema. In molti casi la 
soluzione del problema richiede un modello più dettagliato del sistema in esame. Una 
prima ragione risiede nella ricerca di soluzioni ottimali e cioè di quelle condizioni 
sperimentali che corrispondono a un minimo o ad un massimo della risposta studiata. La 
seconda ragione risiede nella ricerca di un modello quantitativo i cui maggiori dettagli 
consentano di individuare le relazioni tra la risposta studiata ed i fattori rilevanti che 
descrivono il sistema. Dal punto di vista matematico significa introdurre nel modello 
almeno i termini quadratici dei fattori studiati. La presenza dei termini quadratici consente, 
infatti, di costruire delle curve del secondo ordine, visualizzabili, ad esempio, con le 
cosiddette superficie di risposta. I disegni sperimentali che consentono di affrontare il 
problema dell’ottimizzazione sono principalmente i disegni centrali compositi, i disegni di 
Box-Bencken e i disegni di Dohelert. 
Nel caso affrontato in questo studio si è ritenuto di non procedere alla fase di 
ottimizzazione, in quanto, per i nostri scopi sono risultate sufficienti le informazioni 
relative all’effetto dei fattori in esame ottenute dal disegno fattoriale completo. 
Sulla base dei risultati ottenuti dallo screening dei fattori le condizioni di lavoro che 
sono state scelte nei successivi esperimenti sono le seguenti: temperatura operativa 50°C, 
tempo di incubazione 5 minuti e tempo di estrazione 40 minuti. 
L’utilizzo di queste condizioni ha permesso di raggiungere delle ottime rese 
estrattive con limiti di rilevabilità bassi e sufficienti per i nostri scopi. 
 
4.4.2 – Validazione della metodica 
Il range di linearità del metodo è stato valutato analizzando diverse aliquote di 
campione fortificato con quantità crescenti di analiti. Le aree corrispondenti sono state 
corrette per l’area dello standard interno e riportate in grafico. In figura 4.10 sono riportate 
le rette di taratura ed i relativi valori del coefficiente di correlazione ottenuti nell’analisi del 
campione di mitili analizzato per il circuito di calibrazione interlaboratorio (capitolo 4.5). 
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Figura 4.10 – Rette di taratura per MBT, DBT e TBT ottenute con il metodo delle aggiunte 
standard su un campione di mitili liofilizzati. 
 
I limiti di rilevabilità sono stati calcolati su un campione di materiale liofilizzato al 
quale è stata addizionata una quantità corrispondente a 25 μg[Sn]/kg di ognuno dei tre 
analiti in esame. Dall’analisi del cromatogramma è stato determinato il valore del rapporto 
segnale/rumore di fondo (S/N) ed è stato calcolato il valore di concentrazione per il quale 
questo rapporto è uguale a 3. Sono stati ottenuti i seguenti limiti di rilevabilità: 
 
MBT: 6 μg[Sn]/kg 
DBT: 8 μg[Sn]/kg 
TBT: 9 μg[Sn]/kg 
 
La precisione del metodo è stata calcolata valutando la deviazione standard relativa 
percentuale di 6 repliche del campione di sedimento analizzato nell’ambito del circuito di 
intercalibrazione. I valori ottenuti sono: 
 
MBT: 6.8% 
DBT: 9.4% 
TBT: 11.2% 
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Nella tabella 4.6 vengono riassunti i parametri monitorati per la validazione del 
metodo. 
 
 range di linearità r
2 RSD% LOD full scan 
MBT 0–1500 0.9962 6.8 6 
DBT 0–1500 0.9984 9.4 8 
TBT 0–1500 0.9986 11.2 9 
Tabella 4.6 – Risultati della validazione del metodo per mitili liofilizzati: range 
di linearità (in μg[Sn]/kg) con il relativo coefficiente di correlazione, precisione 
in termini di RSD (%), e limiti di rilevabilità (espressi in μg[Sn]/kg). 
 
 
Per determinare l’accuratezza del metodo è stato analizzato il materiale di 
riferimento CRM BCR 477 (Mytilus edulis – freeze dried mussel tissue), certificato 
solamente per le concentrazioni di DBT e TBT. Le concentrazioni determinate ed i valori 
certificati sono riportati nella tabella 4.7. 
 
 
 Valore certificato (ng[Sn]/g s.s.) 
Valore determinato 
(ng[Sn]/g s.s.) 
DBT 782±61 701±49 
TBT 898±78 922±119 
Tabella 4.7 – Valori certificati e concentrazioni sperimentali ottenute per il materiale di 
riferimento certificato CRM BCR 477 (Mytilus edulis – freeze dried mussel tissue). 
 
 
Anche per i mitili i risultati ottenuti sono vicini a quelli certificati e rientrano 
pienamente nell’intervallo di incertezza indicata dimostrando l’accuratezza del metodo. 
 
 
 
4.5 – Partecipazione a circuiti di intercalibrazione 
Il laboratorio ha avuto la possibilità di testare i metodi messi a punto partecipando a 
quattro diversi circuiti di intercalibrazione organizzati dalla ditta Quality Consult 
nell’ambito del progetto “TBT Impacts”, finanziato per quattro anni (a partire dal 
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01/03/2005) dal Programma INCO della Commissione Europea, con gli obiettivi di 
valutare l'impatto del TBT nelle regioni asiatiche e di migliorare le capacità analitiche dei 
laboratori di quell'area per l'analisi di TBT. 
In tutti i circuiti gli analiti da determinare erano MBT, DBT e TBT. Il primo 
circuito riguardava la determinazione delle concentrazioni degli analiti in una soluzione 
incognita in metanolo; il secondo un campione di acqua di mare fortificato con una 
soluzione incognita. Per analizzare il primo campione la soluzione metanolica è stata 
diluita in acqua Milli-Q in modo da poter applicare anche in questo caso la metodica messa 
a punto con la microestrazione in fase solida. 
Il terzo circuito riguardava l’analisi di un campione di sedimento costiero 
liofilizzato, il quarto un campione di tessuto di mitili liofilizzati ed omogeneizzati. 
Le performance dei laboratori sono state valutate, dopo trattazione statistica dei 
risultati inviati, sulla base del parametro Z-score calcolato per mezzo della seguente 
formula (ISO 13528:2005): 
 
σ/)( XXZ LAB −=  
 
dove Z è il valore di Z-score, XLAB è il valore medio dei risultati dei laboratori partecipanti, 
X è il valore di riferimento, σ è la deviazione. 
Il valore di riferimento X è stato calcolato come la mediana di tutti i risultati forniti 
dai laboratori partecipanti (sulla base delle indicazioni della norma ISO 13528:2005). 
Lo Z-score classifica le performance dei laboratori nel seguente modo: 
 
                                                      |Z| ≤ 2: soddisfacente 
                                                2 < |Z| ≤ 3: dubbia 
                                                      |Z| > 3: insoddisfacente 
 
In pratica, tanto più il valore di Z-score, in valore assoluto, è vicino a 0, tanto 
migliore è la prestazione analitica fornita dal laboratorio. 
In tabella 4.8 sono riportate, per ognuno dei circuiti a cui si è partecipato, le 
concentrazioni determinate, i valori di riferimento X e gli Z-score relativi. 
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 Soluzione incognita Acqua di mare Sedimento liofilizzato 
Tessuto di mitili 
liofilizzato 
 Conc μg/L X Z 
Conc 
μg/L X Z 
Conc 
μg/kg X Z 
Conc 
μg/kg X Z 
MBT 520 638 -1.9 148 - N.D 112 105 0.3 1427 1413 0.0 
DBT 426 455 -0.6 220 197 0.7 37.3 37 0.0 633 633 0.0 
TBT 282 285 -0.1 135 116 1.1 16.7 19.5 -0.7 289 280 0.2 
Tabella 4.8 – Riepilogo dei risultati ottenuti, dei valori di riferimento e relativi Z-score per i quattro 
circuiti di intercalibrazione. 
 
 
Nel caso del MBT nel campione di acqua di mare lo Z-score non è stato 
determinato a causa dell’elevata variabilità dei dati forniti dai laboratori. 
I risultati sono stati molto soddisfacenti: lo Z-score ottenuto è stato inferiore a 2 in 
tutti i casi, in molti casi è stato molto vicino allo 0: questo ad indicare che il metodo SPME 
applicato alla determinazione degli organostannici in tutte le matrici marine fornisce 
risultati affidabili e precisi.  
Ogni laboratorio, al momento dell’invio dei risultati, ha dichiarato le specifiche del 
metodo utilizzato ed i limiti di rilevabilità, dati che sono poi stati resi pubblici nei rapporti 
di valutazione dei circuiti. In questo modo, oltre a valutare le performance del laboratorio è 
stato anche possibile confrontare i propri risultati con quelli ottenuti da altri laboratori che 
hanno impiegato metodiche di analisi diverse. 
La tecnica analitica maggiormente utilizzata dai laboratori partecipanti è la 
gascromatografia accoppiata principalmente alla spettrometria di massa. Largamente 
utilizzato è risultato anche il rivelatore FPD (flame photometric detector), il quale, 
opportunamente configurato, è selettivo nei confronti del legame C–Sn e permette di 
ottenere una sensibilità maggiore rispetto allo spettrometro di massa. 
Per quanto riguarda la soluzione incognita e l’acqua di mare, la tecnica estrattiva 
utilizzata maggiormente è risultata essere l’estrazione liquido-liquido, mentre per le matrici 
solide è l’estrazione con opportuni solventi e successiva estrazione liquido/liquido per 
ottenere un estratto in solvente organico. La derivatizzazione viene normalmente effettuata 
o con il sodiotetraetilborato o con il pentilmagnesiobromuro (reazione di Grignard). Gli 
estratti organici spesso subiscono anche un processo di purificazione tramite passaggio su 
colonnina di florisil. 
Lo standard interno utilizzato da quasi tutti i laboratori è il tripropilstagno, mentre 
solo un laboratorio, per la quantificazione, ha utilizzato un arricchimento della matrice con  
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composti organostannici contenente un isotopo marcato (119Sn). Questa procedura, detta di 
diluizione isotopica è sempre più largamente impiegata nelle analisi di microinquinanti 
organici e consiste nell’utilizzare come standard interni i corrispondenti composti marcati 
degli analiti da determinare. Questi hanno proprietà chimico-fisiche praticamente identiche 
ai composti nativi e si differenziano soltanto per un diverso peso molecolare. Presentano 
un tempo di ritenzione di poco inferiore e frammenti caratteristici differenti; il loro utilizzo 
permette di ottenere risultati altamente precisi ed affidabili. 
 
 
 
 
 
 
4.6 – Valutazione del bioaccumulo su Mytilus galloprovincialis nel 
porticciolo di Servola (Trieste) 
Nel diagramma in figura 4.11 sono riportate le concentrazioni espresse in μg/kg s.s. 
di organostannici totali (MBT+DBT+TBT) determinati negli organi presi in 
considerazione nello studio di bioaccumulo (epatopancreas, branchie e resto del corpo). 
Gli andamenti mostrano come, in corrispondenza del secondo campionamento (nel 
mese di aprile, dopo circa un mese dal trapianto della resta nel porticciolo di Servola), si ha 
quasi un raddoppio della concentrazione di organostannici in tutti gli organi del mitilo. 
Questo andamento crescente non trova riscontro nei due successivi campionamenti (dopo 
49 e 96 giorni), in quanto le concentrazioni oscillano ma rimangono praticamente invariate. 
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Figura 4.11 – Concentrazioni di organostannici totali (MBT+DBT+TBT) 
determinate negli organi analizzati a diversi tempi di campionamento. 
 
Questi andamenti possono essere interpretati ipotizzando un veloce adeguamento 
dei mitili alle nuove condizioni ambientali: la concentrazione dei tessuti potrebbe essere 
indicativa di una maggiore contaminazione di organostannici nel porticciolo di Servola 
rispetto al punto di origine. Questa considerazione è supportata dall’analisi del campione di 
controllo: le concentrazioni di organostannici nei mitili rimasti a Santa Croce dopo 53 
giorni sono molto vicine ai valori del t0. Fino a questo punto dello studio le concentrazioni 
nei vari organi sono tra loro confrontabili, anche se l’epatopancreas risulta essere sempre 
l’organo con concentrazioni più elevate, seguito da branchie e dal resto del corpo. 
Le analisi effettuate sui mitili di Servola ad agosto (dopo 146 giorni) hanno 
evidenziato una rottura nel trend osservato fino ad ora: si osserva un aumento 
considerevole della concentrazione degli organostannici nell’epatopancreas (praticamente 
quintuplicata rispetto al campionamento precedente) e nelle branchie (triplicata), mentre vi 
è una lieve diminuzione nella restante parte del corpo. 
Gli andamenti dei singoli organostannici sono riportati nella figura 4.12 e risultano 
concordi con quello della sommatoria. 
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Figura 4.12 – Concentrazioni dei singoli composti organostannici ottenute nei diversi 
campionamenti.  
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Per valutare se le variazioni di concentrazione potessero essere collegate a 
variazioni del contenuto lipidico dei mitili è stato determinato il contenuto lipidico in tutti i 
campioni seguendo la metodica proposta da Folch (1957). I contenuti di organostannici 
sono stati calcolati come concentrazione in funzione del contenuto lipidico e gli andamenti 
che sono stati ottenuti sono praticamente identici a quelli già visti. 
L’epatopancreas risulta essere quindi l’organo nel quale gli organostannici si 
accumulano in concentrazione maggiore rispetto alla massa di sostanza secca. Queste 
conclusioni trovano parziale riscontro in un lavoro di Devier et al. (2003) nel quale mitili 
(Mytilus edulis) sono stati esposti a diverse concentrazioni di TBT per valutarne 
l’accumulo. In uno dei due esperimenti l’accumulo di organostannici era prevalente 
nell’epatopancreas, nell’altro nelle branchie. Anche Rivaro et al. (1997) hanno evidenziato 
un accumulo principalmente nelle branchie. Questa differenziazione nella distribuzione tra 
gli organi può essere spiegata sulla base delle diverse vie di assorbimento dei contaminanti. 
L’accumulo nell’epatopancreas è collegato ad un’assunzione per via trofica, mentre 
l’assorbimento attraverso le branchie è collegabile ad un assorbimento diretto. Quindi, la 
presenza di materiale particellato sospeso, diventa un fattore importante nella ripartizione 
tra i diversi organi. 
L’aumento di concentrazione riscontrato nell’ultimo campionamento è 
difficilmente spiegabile senza dati relativi alle altre matrici ambientali e può dipendere da 
vari fattori: un’ipotesi è legata ad una maggiore risospensione del sedimento nel periodo 
estivo causata, ad esempio, da una maggiore movimentazione di imbarcazioni nel 
porticciolo. Questo fenomeno può rendere maggiormente biodisponibili gli organostannici 
adsorbiti sul particellato. Un’ulteriore ipotesi per spiegare l’aumento è legata alla 
variabilità stagionale dell’accumulo di microinquinanti da parte dei mitili, dovuta al loro 
ciclo vitale oltre che alle mutate condizioni ambientali. 
Una terza ipotesi è che vi sia stato un aumento di concentrazione di organostannici 
nella zona del porticciolo a causa delle attività di manutenzione su natanti e imbarcazioni: 
infatti l’attività di riverniciatura degli scafi delle barche e delle navi viene normalmente 
effettuata nei mesi caldi e, vista la difficoltà oggettiva di controllo, non è da escludere a 
priori la possibilità che su alcune imbarcazioni vengano applicate, nonostante i divieti, 
vernici antivegetative a base di tributilstagno. 
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Dal punto di vista della speciazione dei composti, nel campionamento iniziale il 
MBT risulta essere il composto più abbondante in tutti gli organi, mentre, a partire dal 
campionamento successivo, il TBT risulta essere sempre il composto presente in maggiore 
quantità, seguito dal MBT e dal DBT. Questo cambio nei rapporti può essere indicativo del 
fatto che nel porticciolo il TBT sia il composto più presente, mentre nel campionamento di 
controllo a Santa Croce si evidenzia come nel resto del corpo il MBT sia ancora 
nettamente preponderante, mentre nelle branchie e nell’epatopancreas il TBT è il 
maggiormente presente (figura 4.13). 
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Figura 4.13 – Rapporto tra MBT, DBT e TBT negli organi analizzati nei diversi campionamenti. 
 
Appare indubbio che gli organostannici tendano ad accumularsi in concentrazione 
maggiore nell’epatopancreas. Si deve comunque tener conto del fatto che la sua massa 
rappresenta comunque una percentuale piccola della massa totale dell’organismo. Infatti, la 
massa della ghiandola digestiva risulta rappresentare mediamente circa il 13% dell’intera 
massa secca del mitilo, mentre le branchie circa il 17%. Il restante 70% è costituito dagli 
altri organi (resto del corpo). Nell’ottica di valutare come gli organostannici si 
distribuiscono tra i vari organi negli organismi, le concentrazioni ottenute sono state 
riportate alle percentuali corrispondenti degli organi stessi (figura 4.14). 
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Figura 4.14 – Concentrazione degli organostannici totali in relazione alla 
percentuale in peso dei vari organi sulla massa totale del mitili.  
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Si ottiene che la maggior quantità di organostannici in un mitile si accumula nel 
resto del corpo, mentre branchie ed epatopancreas presentano concentrazioni inferiori 
(circa il 30%) e confrontabili tra loro. L’unica anomalia è rappresentata dai dati dell’ultimo 
campionamento, dove si osserva un’inversione: le concentrazioni di organostannici in 
epatopancreas e branchie aumentano in maniera consistente, diventando le più 
contaminate; parallelamente diminuisce la concentrazione nel resto del corpo. 
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5 – CONCLUSIONI 
Il largo utilizzo che è stato fatto dei composti organostannici fin dalla scoperta delle 
loro proprietà biocide ha portato questi inquinanti ad essere ormai ubiquitari. Infatti, 
nonostante la regolamentazione che ha portato al bando completo di questi composti nelle 
formulazioni delle vernici antifouling, il tributilstagno ed i suoi prodotti di degradazione 
sono ancora ampiamente presenti nelle varie matrici marine. 
La loro elevata e ben documentata tossicità nei confronti degli organismi marini ha 
fatto sì che essi siano stati considerati inquinanti prioritari pericolosi dalla normativa 
comunitaria. Il D.M. 367 del 2003 ha stabilito dei valori limite da raggiungere per la 
fissazione di standard di qualità per l’ambiente acquatico. Tali valori sono molto bassi e 
non tengono conto delle difficoltà analitiche connesse con la determinazione dei composti 
organostannici. Le metodiche tradizionali sono spesso complesse, laboriose e costose, in 
termini di solventi utilizzati e tempo-lavoro necessario. 
Per questi motivi è nata l’esigenza di ricercare delle metodiche alternative che 
avessero come requisiti la semplicità operativa, l’utilizzo di pochi solventi e 
l’automatizzazione della procedura, mantenendo limiti di rilevabilità il più possibile bassi 
ed accuratezza e precisione elevati. 
L’utilizzo della microestrazione in fase solida (SPME) ha permesso di racchiudere 
in un unico passaggio la fase di estrazione dalla matrice e di preconcentrazione degli 
analiti. Le metodiche che sono state messe a punto con la SPME, con l’utilizzo del 
sodiotetraetilborato come reagente derivatizzante ed analisi in GC-MS, si sono rivelate 
molto efficaci ed hanno permesso di ottenere limiti di rilevabilità confrontabili con le 
metodiche tradizionali. È stato possibile automatizzare completamente la determinazione 
degli organostannici nella matrice acquosa, mentre per sedimenti e matrici biologiche è 
stato necessario mantenere uno step di estrazione dalla matrice tramite bagno ad ultrasuoni 
utilizzando una modesta quantità di solvente. In particolare, per il biota è stata adottata la 
strategia della saponificazione utilizzando una soluzione concentrata di KOH in metanolo. 
La fase di microestrazione in fase solida per l’estratto da matrici biologiche è stata 
sottoposta ad uno studio di disegno sperimentale al fine di valutare l’effetto dei parametri 
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coinvolti ed ha permesso di identificare la temperatura ed il tempo di estrazione come i 
fattori più rilevanti. 
Le metodiche messe a punto hanno dimostrato di essere  lineari in un ampio range 
di concentrazioni e di avere una buona ripetibilità (grazie all’utilizzo del tripropilstagno 
come standard interno). La precisione del metodo è stata testata per sedimenti e biota 
analizzando due materiali di riferimento certificato ed ottenendo valori di concentrazione 
molto simili a quelli dichiarati dai certificati di analisi dei materiali standard. 
La validazione è stata conclusa positivamente partecipando ad una serie di circuiti 
di calibrazione interlaboratorio riguardante l’analisi degli organostannici in campioni di 
acqua marina, sedimenti e biota. La valutazione delle performance dei laboratori 
partecipanti da parte degli organizzatori è avvenuta sulla base dello Z-score, che, per il 
nostro laboratorio è stato sempre inferiore a 2 e nella maggior parte dei casi prossimo allo 
zero, indicando una buona vicinanza dei valori determinati con il valore di riferimento. 
La determinazione degli organostannici nella matrice acquosa con la metodica 
messa a punto ha portato ad ottenere limiti di rilevabilità bassi, ma non sufficientemente 
bassi da permettere di raggiungere i valori di riferimento indicati nel D.M. 367/2003. Per 
raggiungere tale sensibilità si rende indispensabile accoppiare alla gascromatografia un 
rivelatore maggiormente selettivo nei confronti dei composti organostannici rispetto allo 
spettrometro di massa, come ad esempio il detector FPD (flame photometric detector). 
L’utilizzo di questo detector nell’analisi di campioni acquosi e l’impiego, come 
standard interni, di organostannici contenenti isotopi marcati (119Sn) sono due aspetti che 
verranno presi in considerazione nell’ulteriore sviluppo di queste metodiche. 
La metodica per l’analisi sul biota è stata utilizzata in uno studio di bioaccumulo di 
organostannici su mitili trapiantati da un allevamento in un porticciolo di Trieste. Nei 
molluschi, campionati dopo 34, 49, 96 e 146 giorni, sono stati isolati epatopancreas e 
branchie dal resto del corpo ed è stato riscontrato un aumento nella concentrazione di 
MBT, DBT e TBT negli organi fin da subito dopo il trapianto della resta nel porticciolo; è 
stato riscontrato un secondo, consistente aumento in corrispondenza del campionamento 
estivo che non è stato possibile spiegare in termini di stagionalità a causa del basso numero 
di campionamenti effettuati e della mancanza di dati sulla presenza di organostannici nelle 
altre matrici marine ma che ha insinuato il dubbio che, anche a causa della difficoltà di 
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controllo, le vernici contenenti TBT possano essere ancora utilizzate come antifouling 
nonostante i divieti vigenti.  
In conclusione, l’utilizzo della tecnica SPME ha reso l’analisi dei composti 
organostannnici veloce e sensibile, offrendo la possibilità di pianificare ed attuare piani di 
monitoraggio su ampia scala per la valutazione della diffusione di questi inquinanti, di cui 
già si conosce la pericolosità per l’ecosistema marino ma i cui effetti sull’uomo non sono 
ancora stati approfonditi. 
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1 – INTRODUZIONE 
1.1 – Campionamento passivo di inquinanti in atmosfera 
L’interesse crescente riguardo gli inquinanti atmosferici è alla base degli sforzi che 
vengono fatti in molti Paesi nell’istituire programmi di controllo delle emissioni inquinanti. 
Il controllo degli inquinanti antropogenici nell’atmosfera è un problema complesso 
in quanto devono essere identificate le sorgenti e le emissioni, devono essere valutati e 
messi a punto i metodi analitici, devono essere stimati i rischi per l’ambiente e per l’uomo, 
le emissioni critiche devono essere controllate ed infine anche gli aspetti economici devono 
essere integrati (Wolterbeek, 2002). 
Le informazioni sui contaminanti atmosferici possono essere ottenute da analisi 
modellistiche di dispersione (conoscendo a priori le sorgenti emissive) e da misurazioni in 
campo delle immissioni. In molti Paesi i modelli di dispersione stanno riscuotendo sempre 
maggiore interesse, anche a causa di motivazioni economiche: le misurazioni in campo 
richiedono strumentazione e macchinari spesso associati a costi molto elevati. 
Il monitoraggio degli inquinanti nell’atmosfera è comunque necessario, se non 
addirittura indispensabile: serve per valutare e validare i modelli di dispersione, oltre che 
per indicare la presenza di sorgenti inquinanti non ancora identificate. I monitoraggi 
richiedono campionamenti a lungo termine in un numero elevato di punti, con necessità di 
un gran numero di sistemi di campionamento e costi elevati. 
È in questo contesto che si inserisce il campionamento passivo, sia esso effettuato 
con l’impiego di piante (biomonitoraggio) oppure di materiali sintetici. 
Il biomonitoraggio può essere definito come l’utilizzo di organismi viventi per 
ottenere informazioni (il più possibile quantitative) su certe caratteristiche e modificazioni 
della biosfera. Le informazioni che si ottengono dal biomonitoraggio vengono ricavate o 
dalla valutazione di cambiamenti nel comportamento degli organismi monitorati (ad 
esempio: composizione e/o ricchezza della specie, performance fisiologiche e/o 
ecologiche, morfologia) oppure dalla quantificazione delle concentrazioni di determinate 
sostanze nei tessuti dei biomonitor. 
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Analogamente, l’utilizzo di campionatori passivi sintetici ha l’obiettivo di 
determinare le concentrazioni presenti nell’atmosfera utilizzando sistemi in grado di 
captare ed accumulare le sostanze di interesse. Questi campionatori devono essere il più 
semplici ed economici possibile. 
I maggiori sforzi nell’ambito degli studi sul campionamento passivo sono 
focalizzati allo sviluppo di procedure affidabili di preparazione del campione, di 
campionamento e di estrazione, caratterizzate da semplicità delle operazioni e dei 
dispositivi coinvolti.   
Il campionamento passivo si propone di essere una promettente alternativa a quello 
attivo, in quanto semplifica enormemente le fasi di campionamento e preparazione del 
campione. In dettaglio, i vantaggi dei campionatori passivi sono: 
 
- non necessitano di pompe di aspirazione né di allacciamento alla corrente 
elettrica; 
- riducono significativamente i costi delle apparecchiature ed i costi di analisi 
(sono necessarie poche analisi nel periodo di campionamento); 
- danno la possibilità di effettuare monitoraggi su larga scala, ampliando il 
numero dei punti di campionamento, in modo da evidenziare eventuali pattern 
di diffusione degli inquinanti e ottenere indicazione sugli eventuali hot spot da 
monitorare; 
 
Gli svantaggi dei campionatori passivi risiedono, innanzitutto, nel fatto che, in 
genere, non possono fornire dati precisi (in termini di concentrazione di inquinanti su 
volume d’aria) come quelli ottenuti dai campionatori attivi. Questi ultimi, infatti, sono 
dotati di pompe di aspirazione che controllano in maniera precisa il flusso di aria in 
ingresso, fornendo i risultati in riferimento alla quantità di aria aspirata. Questo è 
impossibile da fare con molti campionatori passivi, anche se alcuni sistemi di 
campionamento sono sviluppati su una geometria tale da permettere di individuare il 
volume d’aria campionata (ad esempio i campionatori radiello®). 
I campionatori passivi sono dotati di una bassa velocità di campionamento e 
necessitano, quindi, di elevati tempi di esposizione, soprattutto quando le concentrazioni 
ambientali degli inquinanti da analizzare sono basse. Questa caratteristica, tuttavia, può 
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essere anche vista come un vantaggio, in quanto permette di ottenere una concentrazione 
media ponderata nel tempo (TWA: time-weighted average) degli analiti. Nella valutazione 
globale dell’impatto di un contaminante sull’ambiente spesso una concentrazione mediata 
nel tempo è più utile di una concentrazione nel breve periodo, in quanto riflette l’azione a 
lungo termine degli inquinanti (Namieśnik et al., 2005). 
 
 
1.2 – Idrocarburi Policiclici Aromatici (IPA) 
Gli Idrocarburi Policiclici Aromatici (IPA) sono una classe di composti organici 
costituiti da due o più anelli aromatici condensati. 
Questi composti ubiquitari si formano principalmente durante i processi di 
combustione dei combustibili fossili e vengono prodotti sempre come miscele, mai come 
singoli composti. La composizione delle miscele dipende dalla sorgente dell’inquinamento, 
dalle condizioni di formazione e da eventuali processi degradativi intercorsi. 
Naftalene Antracene
Fenantrene
Acenaftene Acenaftilene
Fluorene Fluorantene Crisene Pirene
Benzo(a)antracene Benzo(a)pirene Dibenzo(a,h)antracene
Benzo(k)fluorantene Benzo(b)fluorantene Indeno(1,2,3-cd)pirene Benzo(g,h,i)perilene
 
 
Figura 1.1 – Formula di struttura dei 16 IPA inseriti dall’U.S. EPA (Environmental Protection 
Agency of the United States) nella lista dei contaminanti prioritari.  
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Gli IPA sono contaminanti ubiquitari (Blumer, 1976; Suess, 1976) possono avere 
sia origine naturale che antropogenica. Eruzioni vulcaniche e incendi boschivi 
rappresentano le maggiori fonti naturali, mentre le fonti antropiche includono attività 
industriali, incenerimento di rifiuti, emissioni veicolari, il riscaldamento domestico e, in 
generale, tutti i processi che comportano la combustione incompleta della materia organica 
(Lim et al. 1999; Marr et al. 1999). 
Gli IPA si possono trovare sia in fase vapore che in fase solida in relazione alla 
temperatura ed alla pressione di vapore ambientale. Generalmente, ad una temperatura di 
25°C, IPA costituiti da tre anelli benzenici (quali fenantrene e antracene) si trovano 
normalmente in fase vapore, IPA a 4-5 anelli (quali pirene, fluorantene e benzo[a]pirene) si 
distribuiscono come i più leggeri tra le due fasi ma l’associazione alla fase gassosa o solida 
è soggetta alla variabilità stagionale, mentre gli IPA da 6 anelli in su si trovano quasi 
esclusivamente in fase solida (Yamasaki et al., 1982). 
Generalmente le concentrazioni di IPA tendono ad essere circa un ordine di 
grandezza più alte in inverno rispetto all’estate (Menichini et al., 1999). Le principali 
ragioni di queste variazioni sono: fattori meteorologici (maggiore stabilità atmosferica in 
inverno); maggiori emissioni dovute al riscaldamento domestico e minore reattività 
atmosferica degli IPA in inverno (ad esempio ridotti fenomeni di degradazione per foto 
ossidazione e reazione con i radicali OH). 
La pressione di vapore degli IPA varia mediamente di un ordine di grandezza per 
ogni variazione di temperatura pari a 15°C (Menichini et al., 1999). Questo implica che, 
alle elevate temperature caratteristiche dei periodi estivi, anche IPA pesanti quali il 
benzo[a]pirene si possono trovare in fase di vapore, mentre alle basse temperature  
invernali gran parte degli IPA leggeri volatili sono in fase solida. Gli IPA presenti in 
atmosfera tendono a legarsi al particolato atmosferico con diametro inferiore ai 3 μm 
(Lane, 1989). In assenza di deposizioni umide queste particelle possono rimanere sospese 
in atmosfera per periodi variabili da 4 ore a 40 giorni (Eswea & Corn, 1971) ed essere 
trasportate anche a grandi distanze, dando luogo a pattern di distribuzione e deposizione 
molto estesi. 
La composizione chimica degli IPA in atmosfera può variare in seguito a processi 
di risospensione e ri-volatilizzazione e degradazione fisica e chimica, sia in fase gassosa 
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che nel particolato. La velocità e i meccanismi di rimozione chimica degli IPA dall’aria 
sono influenzati dalla loro associazione alla fase gassosa o solida. 
La reattività chimica di questi composti è influenzata da molti fattori ambientali fra 
i quali la temperatura, l’irradiazione solare, i livelli di ossigeno e di ozono, la presenza di 
co-inquinanti e di materiale capace di adsorbirli. È stato osservato che la reattività degli 
IPA puri è maggiore rispetto a quella riscontrata negli idrocarburi adsorbiti su fuliggine: 
ciò suggerisce che l'adsorbimento su materiale particolato funga da protezione nei riguardi 
della foto-ossidazione. L’ossidazione fotochimica è uno fra i più importanti processi di 
degradazione degli IPA. Gli IPA possono subire anche ossidazioni chimiche reagendo con 
i radicali liberi e con l’ozono, reazioni non influenzate dalla luce. Gli IPA possono reagire 
con NO2, SO2 e SO3 se sono esposti alla luce e in presenza di acido solforico e nitrico. 
Gli IPA, grazie alla loro struttura rigida costituita da anelli aromatici condensati, 
caratterizzata da numerosi doppi legami coniugati, sono in grado di dare luogo al 
fenomeno della fluorescenza che viene sfruttata in fase di determinazione analitica. In 
pratica questi composti sono in grado di riemettere a frequenza più bassa le radiazioni 
ricevute, in particolare assorbono luce ultravioletta e la emettono nel visibile. 
Semplificando il processo, gli ultravioletti eccitano gli atomi della sostanza fluorescente, 
facendo saltare gli elettroni in un'orbita più esterna (transizioni π→π*). Subito dopo gli 
elettroni tornano al livello precedente ma a stati vibrazionali eccitati emettendo luce 
visibile, a lunghezza d'onda più lunga rispetto alla radiazione incidente. 
Gli IPA hanno ricevuto crescente interesse in anni recenti negli studi di 
inquinamento atmosferico in quanto alcuni di questi composti sono ritenuti carcinogenici o 
mutagenici (IARC, 1983). Gli otto IPA considerati come possibili cancerogeni sono: 
benzo[a]antracene, crisene, benzo[b]fluorantene, benzo[k]fluorantene, benzo[a]pirene, 
dibenzo[a,h]antracene, indeno[1,2,3-cd]pirene e benzo[g,h,i]perilene (Menzie et al. 1992). 
In particolare, il benzo[a]pirene è stato indicato come altamente cancerogeno. L’agenzia 
per la protezione dell’ambiente degli Stati Uniti (US-EPA) ha incluso 16 IPA non sostituiti 
nella lista degli inquinanti prioritari. L’Unione Europea, nella Direttiva 2004/107/CE, 
identifica il benzo[a]pirene come il marker che deve essere utilizzato nella valutazione del 
rischio cancerogeno degli idrocarburi policiclici aromatici nell'aria ambiente. La Direttiva 
fissa, per il benzo[a]pirene, un valore obiettivo di 1 ng/m3 (per il tenore totale della 
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frazione PM10 calcolata in media su un anno di calendario) da raggiungere entro il 21 
dicembre 2012 da parte degli Stati membri. 
 
1.3 – Biomonitoraggio di IPA aerodispersi 
Come dimostrato da Simonich & Hites (1994a,b, 1995), una delle maggiori vie 
naturali di rimozione degli IPA dalla biosfera è rappresentata dalle piante. Studiando le 
emissioni di dieci IPA e il loro accumulo in 147 campioni di suolo e vegetazione nel N-E 
degli USA,  hanno stimato che circa il 50% degli IPA emessi in atmosfera vengono rimossi 
dalla vegetazione locale, il 5-10% si deposita direttamente sul suolo o nelle acque 
superficiali, e il restante 41% circa degrada (presumibilmente per fotolisi) o finisce nella 
circolazione atmosferica a grande scala. È emerso che il comparto di maggior accumulo di 
IPA nelle piante è costituito dalle foglie; queste infatti sono rivestite da uno strato 
extracellulare (cuticula) costituita essenzialmente da cutina (un biopolimero insolubile) e 
da lipidi simil-cerosi che rallentano fortemente la perdita passiva di acqua dalla pianta. 
Questo strato è fortemente lipofilico ed è quindi in grado di legare sostanze organiche 
apolari aerodisperse quali, appunto, gli IPA. 
Il destino metabolico degli IPA assimilati dalle piante è ancora incerto e non 
approfonditamente studiato; ci si aspetta una risposta cellulare simile a quella riservata ad 
altri xenobiotici. Le piante, riconoscendo gli IPA come composti estranei al loro 
organismo, reagiscono attraverso diversi processi metabolizzanti quali reazioni redox, 
reazioni di coniugazione con amminoacidi, oligopeptidi o esosi. Una volta metabolizzate, 
le sostanze xenobiotiche degradate vengono escrete dal citoplasma, attraverso proteine di 
trasporto, ed accumulate nei vacuoli. Il ruolo delle radici nell’assorbimento e traslocazione 
degli IPA dal suolo ai vari compartimenti  della pianta è incerto e pare sia substrato- e 
specie-specifico. Reilley et al. (1996) hanno evidenziato come IPA caratterizzati da almeno 
tre anelli benzenici vengono fortemente sequestrati dal materiale organico lipofilo del 
suolo o dai componenti lipidici delle radici. In quest’ultimo caso si è dimostrato che la 
traslocazione di IPA con quattro o più anelli benzenici  al comparto fogliare è 
assolutamente trascurabile (Thomas et al., 1984).  
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Nell’ultimo decennio molti ricercatori hanno focalizzato la loro attenzione sulla 
possibilità di utilizzare le piante come bioaccumulatori di IPA nel campo del 
biomonitoraggio dell’inquinamento dell’aria. La maggiore difficoltà è consistita nel trovare  
la pianta ottimale da utilizzare in studi routinari di controllo. Infatti la capacità di accumulo 
di IPA da parte delle piante, ed in particolare dalle foglie, è un fenomeno strettamente 
specie-specifico ed è legato alle seguenti variabili chimico-fisiche: 
 
- Concentrazione di lipidi nelle piante: maggiore è la concentrazione di sostanze 
apolari, maggiore sarà la sua capacità di accumulare sostanze lipofile. 
 
- Area della superficie fogliare: maggiore è la superficie totale delle foglie, maggiore 
risulta il tasso di intercettamento e accumulo di IPA aerodispersi. L’Indice di Area 
Fogliare (LAI= Leaf Area Index), valuta il rapporto tra superficie fogliare totale 
della pianta e superficie del suolo occupata dalla stessa. L’uso di questo indice 
permette di comparare i tassi di accumulo tra specie diverse. 
 
- Stato di fase degli IPA: generalmente IPA in fase gassosa vengono accumulati dalle 
foglie più facilmente di quelli in fase solida (Simonich & Hites, 1994b; Nakajima et 
al., 1995). 
 
- Clima: la temperatura gioca un ruolo fondamentale nella ripartizione degli IPA in 
fase solida o di vapore: generalmente il calore può diminuire la capacità di 
accumulo delle foglie dal momento che gli IPA più leggeri possono rivolatilizzarsi 
in atmosfera (Franzaring et al., 1992; Lodovici et al., 1994; Simonich & Hites, 
1994b; Nakajima et al., 1995). Solo gli IPA caratterizzati da molti anelli benzenici 
ed alto peso molecolare, possedendo una maggiore affinità per il particellato 
atmosferico, non sono temperatura-dipendenti e non tendono a venire rilasciati 
dalle foglie una volta accumulati attraverso deposizioni secche (Simonich & Hites, 
1994b). 
 
Sulla base di queste considerazioni ricercatori di tutto il mondo hanno sperimentato 
numerose piante come potenziali bioaccumulatori di IPA. Sono stati utilizzati, ad esempio, 
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licheni (Migaszewski et al., 2002; Shukla and Upreti, 2009), muschi (Orlinski, 2002; 
Gerdol et al., 2002), piante sempreverdi quali Quercus ilex (Alfani et. al, 2001), Laurus 
nobilis (Lodovici et al., 1998) e aghi di pino (Tremolada, 1996; Simonich e Hites, 1994b; 
Piccardo et al., 2005). Tra tutti, quelli che hanno fornito i migliori risultati sono i muschi e 
gli aghi di pino (Wegener et al. 1992; Simonich & Hites, 1995; Tremolada et al.,1996). 
In particolare, i muschi epifiti possono essere considerati come ottimi 
bioaccumulatori per svariate ragioni. Non possiedono un apparato radicale, di conseguenza 
vivono praticamente di sostanze aerodisperse e possiedono un notevole rapporto  
superficie/massa (1.6 m2/g) agendo da filtri per l’aria (Darlington et al., 2001). 
Per quanto concerne la capacità di accumulo di IPA, è da sottolineare che i muschi 
non possiedono cuticula e sono dotati sia di pochi lipidi (<1%) che di una massa organica 
molto ridotta. Questo implica una maggiore velocità di saturazione dei comparti di 
accumulo, assimilabile ad un mese di esposizione circa (Knulst et al., 1995). Ne consegue 
che i muschi possono essere considerati ottimi bioaccumulatori di IPA solo nel breve 
periodo, perdendo le informazioni per periodi prolungati di esposizione. 
Wegner et al. (1992) proposero l’utilizzo dei muschi come “moss bags”, ovvero 
come biomonitors alloctoni da posizionare in una reticella di nylon trasportabile in 
qualsiasi sito oggetto di studio. Questi, dopo un periodo di esposizione non superiore alle 
tre settimane, vengono rimossi ed analizzati fornendo informazioni sulla effettiva 
concentrazione degli inquinanti oggetto di studio nel periodo di esposizione. Il metodo 
fornisce informazioni su fenomeni di esposizione acuta nel breve periodo (tre settimane) e 
possono essere collocati in luoghi dove non sono presenti biomonitors autoctoni.  
Nel presente studio come bioaccumulatore è stato scelto Hypnum cupressiforme, 
specie di muschio già ampiamente utilizzata come accumulatore di metalli grazie alla sua 
ampia diffusione sul territorio italiano (Cellini Legittimo & Benvenuti, 1996; Genoni et al., 
2000; Gramatica et al., 2006; Adamo et al., 2007; Castello, 2007; Tretiach et al., 2007). 
Secondo alcuni autori Hypnum cupressiforme è in grado di accumulare IPA in 
maniera più efficiente di molte altre specie di muschio (Őtvős et al, 2004). 
Il livello di contaminazione accumulato da queste piante può essere determinato 
analiticamente e può essere considerato un indicatore della contaminazione atmosferica. 
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1.4 – Matrici sintetiche per la determinazione di IPA aerodispersi 
Accanto all’utilizzo di piante, crescente è l’interesse nella comunità scientifica 
nello sviluppo di campionatori passivi sintetici per la determinazione di microinquinanti 
organici aerodispersi. 
 Jaward et al. (2004), ad esempio, hanno utilizzato dei campionatori passivi 
costituiti da schiume poliuretaniche per la determinazione di IPA e naftaleni policlorurati 
in varie nazioni europee. 
Negli ultimi anni crescente impiego nel campo del monitoraggio atmosferico hanno 
trovato le membrane semipermeabili (SPMD – semipermeable membrane devices). Questo 
sistema è stato introdotto da Huckins e collaboratori (1990) per il campionamento di 
inquinanti organici in acqua ed ha trovato applicazione in tutti i comparti ambientali. Le 
membrane semipermeabili sono costituite da una membrana di polietilene a bassa densità 
(dello spessore di 50-100 μm) di forma tubolare molto schiacciata e sigillata alle estremità. 
All’interno del tubo è contenuta trioleina di elevata purezza, sostanza ad alto peso 
molecolare e con affinità per i composti idrofobici con alto coefficiente di ripartizione 
ottanolo/acqua (log Kow > 3). 
I composti idrofobici tendono ad oltrepassare la membrana di polietilene e vengono 
isolati ed accumulati nella fase lipidica della trioleina. Il tempo di esposizione delle 
membrane è dell’ordine delle settimane, terminato il quale le membrane vengono portate in 
laboratorio e l’estrazione viene condotta attraverso un processo di dialisi con l’impiego di 
opportuni solventi (ad esempio esano). 
Le membrane semipermeabili presentano molti vantaggi, tra cui la facilità di 
utilizzo nella fase di campionamento e di standardizzazione della procedura e la elevata 
accuratezza. Uno svantaggio di questa tecnica sta nella fase di estrazione degli analiti dalla 
membrana: sono richieste grandi quantità di solvente e i tempi di estrazione possono essere 
anche di alcuni giorni (Ouyanga & Pawliszyn, 2007). 
Le membrane semipermeabili sono state ampiamente utilizzate per la captazione di 
IPA e nitro-IPA aerodispersi sia in aria esterna che in ambienti chiusi (Petty et al., 1993; 
Rantalainen et al., 1999; Bartkow et al., 2004; Söderström et al., 2005). 
In questo studio è stato introdotto, nel campo del campionamento passivo, un 
materiale innovativo, il dacron®, mai impiegato nel monitoraggio ambientale. Si tratta di 
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un materiale termoplastico (PET, polietilentereftalato, la cui formula di struttura è riportata 
in figura 1.2) che si ottiene per reazione di condensazione tra l’acido tereftalico ed il 
glicole etilenico. È un polimero estremamente versatile; il suo impiego, infatti, copre 
un’ampia gamma di applicazioni: gli utilizzi del PET sono essenzialmente centrati sul 
mercato delle fibre (60%), del food & beverage packaging (30%), dei film biorientati (5%) 
e per applicazioni high-tech. 
Le fibre di PET sono commercializzate con svariati nomi a seconda del Paese e del 
fabbricante; i nomi più noti sono dacron® (USA), terilene® (GB), terital® (I), trevira® (D), 
tergal® (F). 
Il dacron® ha trovato largo impiego anche in campo medico, essendo il più 
utilizzato materiale protesico nel campo della chirurgia vascolare (Khaira & Vohra, 2000). 
 
 
Figura 1.2 – Formula di struttura del polietilentereftalato (dacron®) 
 
 
L’impiego del tessuto costituito da fibre di dacron® (figura 1.3) come campionatore 
passivo è un’idea nata dall’ipotesi che all’interno delle cavità del tessuto create 
dall’intreccio delle fibre, possa venire intrappolato il particolato atmosferico a causa 
dell’instaurarsi di interazioni elettrostatiche tra le cariche presenti sulla superficie del 
particolato e quelle del polimero. Questo è stato confermato analizzando dei campioni 
esposti per alcune settimane nelle vicinanze dell’industria siderurgica di Servola (Ferriera): 
la presenza di polvere adesa al tessuto è risultata visibile già ad occhio nudo e la verifica al 
microscopio ottico dei campioni ha confermato l’ipotesi, evidenziando come sulle fibre 
aderisca particolato di dimensione variabile. 
 
Figura 1.3 – Tessuto di dacron® utilizzato come 
campionatore passivo nel presente studio. 
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2 – SCOPO DEL LAVORO 
Il presente lavoro di ricerca è stato sviluppato e svolto all’interno del Dipartimento 
Provinciale di Trieste dell’Agenzia Regionale per la Protezione dell’Ambiente del Friuli 
Venezia Giulia grazie ad una convenzione attuata con la Provincia di Trieste che ne ha 
fornito il supporto economico. 
L’obiettivo dello studio è stato quello di sviluppare e valutare degli accumulatori 
passivi di idrocarburi policiclici aromatici (IPA) efficienti ed economici, che possano 
essere impiegati nel monitoraggio su larga scala di questi inquinanti prioritari a supporto 
dei tradizionali e regolamentati sistemi di campionamento di polveri con campionatori 
attivi. 
Sono stati testati due materiali: uno biologico, il muschio, già ampiamente 
utilizzato nel campo del biomonitoraggio di metalli aerodispersi e da alcuni anni utilizzato 
anche per  studi di bioaccumulo di microinquinanti organici, ed uno sintetico, il dacron® 
(nome commerciale delle fibre di polietilentereftalato). 
La capacità di accumulo delle due matrici è stata testata in alcune sessioni di 
campionamento, nelle quali sono stati esposti contemporaneamente in due siti della città di 
Trieste potenzialmente soggetti a presenza di IPA a causa della presenza di un’industria 
siderurgica (Ferriera di Servola) e a un intenso traffico veicolare. I dati ottenuti sono stati 
confrontati con le concentrazioni di IPA ottenute con l’utilizzo di campionatori attivi di 
PTS (particolato totale sospeso), alla ricerca di una eventuale correlazione tra i dati. 
In una ulteriore sessione di campionamento è stata determinata la ripetibilità dei 
campionatori passivi esponendo simultaneamente dieci campioni di ognuna delle matrici 
indagine di studio. 
Muschio e Quadrelli (nome dato ai campionatori costituiti da dacron®) sono stati 
utilizzati per valutare la diffusione di IPA all’interno del territorio della provincia di 
Trieste. Sono state scelte 21 stazioni di campionamento e con i dati ottenuti 
dall’esposizione di tre settimane si è cercato di costruire della mappe di distribuzione di 
IPA al fine di individuare eventuali pattern di diffusione ed evidenziare la presenza di punti 
di elevata criticità ambientale. 
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Un’ulteriore sessione di campionamento è stata effettuata con l’impiego dei soli 
Quadrelli, concentrando l’interesse sulla parte meridionale della provincia, quella 
comprendente i centri abitati di Trieste e Muggia e tutte le attività industriali. È stata 
costituita una griglia di punti di campionamento centrata attorno alla Ferriera di Servola 
con dieci punti disposti lungo le direttive dei venti principali per cercare di valutare il ruolo 
dell’impianto siderurgico e l’eventuale diffusione di IPA nelle zone circostanti. 
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3 – MATERIALI E METODI 
3.1 – Area di studio 
Lo studio è stato articolato in tre campagne: nella prima, dedicata ad una 
valutazione preliminare dei campionatori passivi, sono stati considerati solamente due 
punti di campionamento all’interno della città di Trieste; successivamente la zona di studio 
è stata ampliata ed è stata considerata una rete di campionamento estesa a tutta la 
provincia. Nella terza campagna ci si è concentrati sulla parte più meridionale della 
provincia di Trieste, quella comprendente i due comuni più importanti: Trieste e Muggia. 
Da un punto di vista geomorfologico e di sfruttamento del territorio, la provincia di 
Trieste può venire suddivisa in due distretti principali: 
a) l’altopiano carsico, che dai 300 m di altitudine degli abitati di Gropada e 
Padriciano, si innalza progressivamente verso Est, raggiungendo i 565 m in corrispondenza 
del M. Cocusso. L’altopiano carsico, caratterizzato da substrato calcareo, è oggi 
largamente occupato da una boscaglia dominata da specie submediterranee e 
centroeuropee. Sono presenti piccoli centri urbani e numerose arterie stradali, rilevanti o 
secondarie; 
b) la conca di Trieste, che comprende l’area urbana periferica residenziale e la zona 
industriale del capoluogo, il porto e altre frazioni minori del comune di Trieste e S. 
Dorligo. La parte costiera pianeggiante presenta elevazioni inferiori ai 100 m, ed è 
circondata da una serie di rilievi precarsici; il substrato prevalente è il Flysch arenaceo-
marnoso. 
Dal punto di vista climatico l’area di studio presenta un clima di transizione tra il 
tipo mediterraneo e quello continentale-prealpino, caratterizzato da inverni piuttosto 
piovosi, da estati relativamente secche, e da una estrema fugacità delle stagioni di trapasso 
(primavera e autunno). La piovosità cresce rapidamente dalla costa verso l’interno; pur 
mantenendosi su valori abbastanza elevati (ca. 1000 mm all’anno presso la costa, sino a 
1600 mm nelle stazioni più interne del Carso Triestino) essa viene contrastata dalla grande 
percolabilità dei substrati calcarei e dal vento freddo e secco di Bora. Mentre il clima della 
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zona costiera è essenzialmente marittimo-mediterraneo, quello dell’altopiano presenta 
caratteri di maggiore continentalità. 
Per quel che riguarda il grado di antropizzazione, l’area di studio si caratterizza per 
una situazione estremamente dinamica e diversificata: da un lato l’altopiano carsico, un 
tempo sfruttato intensamente per il pascolo e in misura minore, per l’agricoltura, è oggi 
soggetto ad un rapido processo di rimboschimento naturale che tende a sostituire la landa 
carsica di origine antropozoogena. Per quanto quest’area sia intersecata da numerose vie di 
scorrimento (ferrovie, autostrada, una fitta rete viaria, oleodotto), essa pur tuttavia 
mantiene in molte parti caratteri di spiccata naturalità. Gli insediamenti industriali 
propriamente detti sono scarsissimi e gli insediamenti urbani sono in genere di piccole 
dimensioni. La situazione cambia rapidamente nella conca di Trieste, che risulta invece 
fortemente urbanizzata. Le principali fonti di inquinamento antropico nella città di Trieste 
sono la zona industriale (area Gaslini), all’interno della quale è presente una antica azienda 
siderurgica (chiamata popolarmente Ferriera), il terminal dell’oleodotto transalpino 
Trieste-Monaco (SIOT), un impianto di incenerimento di rifiuti ed un intenso traffico sia 
veicolare che di petroliere. Tutte queste fonti sono responsabili dell’alto inquinamento da 
IPA riscontrato nei sedimenti della zona del porto di Trieste (Adami et al., 2000). 
 
3.2 – Preparazione dei campioni 
3.2.1 – Campionamento passivo 
Di seguito vengono descritte le modalità di preparazione e di esposizione dei 
campionatori passivi. È importante sottolineare che moss bags e Quadrelli, nonostante 
siano stati progettati con una geometria diversa, sono stati costruiti in maniera tale da avere 
una superficie di esposizione simile, in maniera tale da garantire una certa confrontabilità 
dei dati. 
3.2.1.1 –  Moss  bags 
Il muschio è stato raccolto sull’altopiano carsico triestino, presso la località di 
Basovizza, in una zona boschiva lontana da strade trafficate e zone industriali e quindi non 
coinvolta da significativi fenomeni di deposizione di IPA aerodispersi.  
MATRICI BIOLOGICHE E SINTETICHE PER IL MONITORAGGIO DI IPA AERODISPERSI 
_____________________________________________________________________________________________________________________ 
 81
Il materiale prelevato è stato portato in laboratorio e pulito: dai tappetini di muschio 
sono state prelevate le parti apicali verdi dei fusticini, corrispondenti agli ultimi 3-4 cm, 
escludendo le parti molto sporche e quindi ripuliti da materiale estraneo (terriccio, 
foglioline, ecc). Il muschio così trattato è stato successivamente sottoposto a 5 sessioni di 
lavaggio in acqua Milli-Q al fine di rimuovere eventuale particellato depositato. Il 
materiale è stato lasciato asciugare a temperatura ambiente su carta da filtro per 24 h in 
ambiente riparato da eventuali contaminanti. 
I campionatori sono stati realizzati inserendo circa 1.5 grammi di muschio in un 
contenitore cilindrico di metallo di 4 cm di diametro e 12 di altezza costituito da una rete 
metallica con passo di maglia di 1 mm. Si è cercato di non comprimere il muschio per 
permettere la libera circolazione dell’aria anche nelle parte centrale del campione. 
 
3.2.1.2 – Quadrelli 
Il tessuto di dacron® è stato tagliato in parallelepipedi delle dimensioni di circa 7 x 
8 x 2 cm. (del peso di circa 0.6 grammi) ed è stato lavato in cicloesano tramite ultrasuoni. 
Nelle prime due campagne il lavaggio è stato effettuato in un unico ciclo di 
sonicazione, mentre nella terza campagna, per abbassare ulteriormente i livelli di 
contaminazione del bianco sono stati effettuati 3 cicli di lavaggio, cambiando il solvente 
dopo ogni ciclo. 
Successivamente il dacron® è stato posto in stufa ad una temperatura di 60°C per 24 
ore al fine di evaporare il solvente. I campioni sono poi inseriti in un contenitore di metallo 
a forma di parallelepipedo (di dimensioni analoghe al Quadrello) costituito da una rete 
metallica con passo di maglia di 1 mm. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1 – Campionatori passivi di muschio (a sinistra) e di dacron® (a destra) inseriti nei 
contenitori protettivi. 
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3.2.1.3 – Allestimento dei campioni 
I campionatori, una volta preparati, sono stati avvolti in carta d’alluminio e 
conservati in frigorifero sino a loro esposizione nei siti di interesse. I campioni, prima e 
dopo l’esposizione, sono stati maneggiati utilizzando guanti in nitrile in modo tale da 
evitare contaminazioni. 
Sono stati fissati in box che vengono normalmente utilizzati per il campionamento 
passivo con matrici artificiali, costruiti in maniera tale da proteggere i campioni sia dagli 
agenti atmosferici che dalla radiazione solare diretta (dal momento che gli IPA sono 
fotosensibili) e che consentono la libera circolazione dell’aria. I box di protezione sono 
stati fissati a supporti quali pali della luce, alberi ecc. ad un’altezza di circa 2.5 metri 
(figura 3.2), per evitare sia il contatto con materiale proveniente da eventuale risospensione 
del suolo che la sottrazione dei campionatori. 
 Al termine del periodo di campionamento (tre settimane) sono stati avvolti in carta 
d’alluminio e portati in laboratorio dove sono stati conservati a 4°C fino al momento 
dell’analisi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2 – Collocazione dei campionatori passivi nei punti di campionamento. Il 
box che li contiene ha funzione protettiva dagli agenti atmosferici permettendo la 
libera circolazione dell’aria. 
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3.2.2 – Campionamento attivo 
 
Il campionamento attivo è stato effettuato utilizzando un campionatore per PTS 
(Skypost PM, TCR TECORA), utilizzando un flusso di campionamento di 30 l/min (43.2 
m3/giorno) e raccogliendo il particolato su filtri di fibre di quarzo da 47 mm di diametro 
(Sartorius). Il periodo di campionamento è di 24 ore. 
 
 
 
3.3 – Prima campagna. Valutazione dell’accumulo e della ripetibilità 
Nella prima campagna sono state valutate le capacità di accumulo delle due matrici 
oggetto di studio. Per fare questo i moss bags ed i Quadrelli sono stati posizionati vicino a 
due siti “storici” dove sono posti due campionatori di PTS del Dipartimento Provinciale di 
Trieste dell’ARPA FVG (figura 3.3). Il sito Servola (Sito S) prende il nome dalla zona in 
cui è collocato ed è posizionato nelle vicinanze del complesso della Ferriera. Il sito Piazza 
Garibaldi (Sito G) è collocato nel centro della città, dove alti valori di inquinamento 
dovuto a traffico veicolare sono normalmente rilevati (ARPA FVG, 2002). 
Tra dicembre 2004 e marzo 2005 sono state effettuate sei sessioni di 
campionamento, durante ognuna delle quali moss bags e Quadrelli sono stati 
simultaneamente esposti per un periodo di tre settimane. 
Al fine di valutare la variabilità dei dati ottenibili è stata effettuata un’ulteriore 
sessione, durante la quale dieci campioni di ognuna delle due matrici in esame sono stati 
esposti simultaneamente nel Sito S per tre settimane. 
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Figura 3.3 – Collocazione dei due punti di campionamento di Piazza Garibaldi (Sito G) e 
Servola (Sito S) nei quali sono state effettuate le prove di accumulo dei campionatori 
passivi. 
 
 
 
 
3.4 – Seconda campagna. Biomonitoraggio della provincia di Trieste 
La seconda campagna è stata pianificata con l’obiettivo di effettuare una mappatura 
preliminare della presenza di IPA aerodispersi nel territorio della provincia di Trieste, 
individuando eventuali hot spots e pattern di diffusione. 
Sono stati individuati 21 punti all’interno del territorio della provincia (elencati in 
tabella 3.1 e rappresentati in figura 3.4) dove, nel periodo tra gennaio e febbraio 2007 sono 
stati posizionati per tre settimane moss bags e Quadrelli. La numerazione assegnata 
corrisponde a quella per il rilevamento della Biodiversità Lichenica utilizzata dal 
Dipartimento Provinciale di Trieste dell’ARPA FVG. 
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Stazione Località - Comune Longitudine Latitudine Alt 
4 Villaggio del Pescatore – Duino Aurisina 391000 5071000 27 
5 Sistiana – Duino Aurisina 393000 5070000 54 
6 San Pelagio – Duino Aurisina 399000 5070000 220 
7 Costiera – Trieste 396000 5067000 75 
10 Monte Lanaro – Sgonico 405000 5067000 450 
11 Santa Croce – Trieste 399000 5064000 96 
12 Prosecco – Trieste 402000 5064000 220 
14 Barcola – Trieste 402000 5061000 59 
15 Opicina – Trieste 405000 5062000 302 
17 Roiano – Trieste 405000 5058000 151 
18 Area di Ricerca Padriciano – Trieste 408000 5058000 387 
20 San Giacomo – Trieste 405000 5055000 43 
21 Rozzol – Trieste 408000 5055000 180 
22 Basovizza – Trieste 411000 5055000 360 
24 Zindis – Muggia 402000 5051000 100 
25 Servola – Trieste 405000 5053000 8 
26 Zona industriale – Trieste 408000 5052000 10 
27 Dolina – San Dorligo della Valle 411000 5052000 66 
28 Draga sant’Elia, Pesek – San Dorligo della Valle 414000 5053000 434 
29 Santa Barbara – Muggia 405000 5049000 208 
30 Valle delle Noghere – Muggia 408000 5049000 5 
 
Tabella 3.1 – Stazioni di campionamento utilizzate per il monitoraggio di IPA nella provincia di 
Trieste.  Alt= altitudine s.l.m. Le coordinate geografiche sono espresse in UTM 33N (WGS84). 
 
 
Figura 3.4 – Collocazione dei ventuno punti di campionamento nel 
territorio della provincia di Trieste. La numerazione assegnata 
corrisponde a quella per il rilevamento della Biodiversità Lichenica 
utilizzata dal Dipartimento Provinciale di Trieste dell’ARPA FVG. 
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3.5 – Terza campagna.  
Nella terza campagna (effettuata tra febbraio e marzo 2008) è stata valutata nel 
dettaglio la distribuzione di IPA nella zona maggiormente antropizzata della provincia, 
quella cioè che comprende gli agglomerati urbani di Trieste e di Muggia. Per scelta 
dell’ARPA in questa terza campagna sono stati utilizzati soltanto i Quadrelli, 
abbandonando momentaneamente, per esigenze tecniche, l’impiego del muschio. 
Sono state individuate 11 stazioni di campionamento disposte lungo cinque transetti 
centrati sullo stabilimento industriale della Servola S.p.A., considerata come importante 
potenziale sorgente di idrocarburi policiclici aromatici. Le stazioni di campionamento, 
riportate in dettaglio in tabella 3.2, sono distanziate di alcuni chilometri l’una dall’altra 
lungo lo stesso transetto, in modo tale da individuare eventuali pattern di trasporto di IPA 
dallo stabilimento anche a grandi distanze dal punto centrale (figura 3.5). L’orientamento 
dei transetti non è sistematico ma preferenziale in modo tale da coprire il meglio possibile 
le aree maggiormente urbanizzate, considerando in particolare le direttrici dei venti 
dominanti. 
 
 
 
Stazione Denominazione Longitudine Latitudine Alt 
1 Ferriera 2424726 5052823 13 
2 Porto San Rocco 2422033 5050730 3 
3 Zindis 2422803 5051321 114 
4 Molo Balotta 2424934 5048824 3 
5 Santa Barbara 2424856 5050277 208 
6 Manufattura Tabacchi 2429708 5051197 2 
7 Wärtsilä 2427472 5051937 61 
8 Via Cumano 2427734 5056407 59 
9 Strada di Basovizza 2426327 5054723 189 
10 Scalo Legnami 2423885 5056167 10 
11 Molo Audace 2424303 5054491 2 
Tabella 3.2 – Stazioni di campionamento utilizzate per il monitoraggio di IPA nella terza campagna. 
Alt= altitudine s.l.m. Le coordinate geografiche sono espresse in Gauss-Boaga Fuso 2. 
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Figura 3.5 – Collocazione degli undici punti di campionamento della terza campagna e 
relativi transetti. 
 
 
 
In sintesi i punti 2 e 3 sono stati scelti in quanto si trovano in una zona che si ritiene 
possa essere interessata da fenomeni di trasporto e ricaduta in periodi in cui si abbia 
predominanza di venti di Bora. I punti 4 e 5 sono, invece, nella direzione della 
Tramontana; i punti 6 e 7 in quella del Maestrale, 8 e 9 nella direzione del Libeccio; infine 
i punti 10 e 11 possono essere influenzati dallo Scirocco. 
Rispetto alle campagne precedenti il punto di campionamento a Servola è stato 
spostato da via Carpineto in un punto collocato nelle immediate vicinanze della Ferriera, 
ed esattamente poche decine di metri oltre il confine della proprietà. Questo perché si 
ritiene che il punto di via Carpineto sia, nonostante la vicinanza in linea d’aria allo 
stabilimento, inadeguato per la sua posizione, in quanto le concentrazioni di IPA che qui 
vengono determinate sono inferiori a quelle rilevate in punti anche poco distanti e sono 
influenzate anche dal traffico urbano. 
I siti di campionamento 3 e 5 (rispettivamente Zindis e Santa Barbara), sono punti 
già considerati nella precedente campagna; si tratta di zone in cui le concentrazioni di IPA 
sono poco elevate. Sui transetti che collegano queste due località con Servola sono stati 
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aggiunti i punti 2 e 4 (Porto San Rocco e molo Balotta), in linea d’aria poco distanti, ma 
che si trovano, al contrario dei punti 3 e 5, praticamente al livello del mare. 
Anche il punto 6 (zona industriale) è stato spostato rispetto alla precedente 
campagna: da un punto nelle immediate vicinanze di una strada molto trafficata è stato 
collocato in un punto maggiormente riparato più a ridosso del mare. 
Nell’area considerata coesistono diverse tipologie di fonti più o meno inquinanti, 
tra cui insediamenti industriali, traffico marittimo, attività portuale, traffico veicolare e 
riscaldamento domestico. Gli insediamenti industriali, oltre allo stabilimento siderurgico 
del rione di Servola, comprendono depositi di prodotti petroliferi e di idrocarburi, industrie 
chimiche e petrolchimiche, alimentari, meccaniche, della stampa, un cementificio, un 
inceneritore di rifiuti solidi urbani con annessa una centrale termica per la produzione di 
calore. La maggior parte di tali insediamenti ricade nella “zona industriale” che, oltre a 
Trieste, interessa anche i comuni di Muggia e S. Dorligo della Valle e che si compenetra 
con gli insediamenti urbani. 
Nel punto 1 sono stati collocati in parallelo tre Quadrelli, con l’obiettivo di 
verificare l’eventuale presenza di un andamento nell’accumulo di IPA. Il primo Quadrello 
(1a) è stato esposto solamente per due settimane, il secondo (1b) tre (come per tutti gli altri 
punti di campionamento) ed il terzo (1c) per quattro settimane; questo per valutare come 
varia l’accumulo di IPA nel tempo. 
 
3.6 – Elaborazione dei dati 
Le elaborazioni sono state eseguite in modo tale da ridurre il margine di 
soggettività nell'interpretazione dei dati. La distribuzione delle concentrazioni di 
idrocarburi policiclici aromatici sul territorio è stata riportata sotto forma di carte, ottenute 
con un programma di cartografia computerizzata (SURFER 8 per Windows, Golden 
Software Inc. 2002). Le carte sono basate su una griglia le cui maglie hanno dimensioni 
calcolate sulle coordinate estreme dei dati. Il metodo di interpolazione, che crea una maglia 
regolare a partire da punti (stazioni) disposti irregolarmente sul territorio, attribuisce a 
ciascun nodo un valore che dipende da quelli delle n stazioni più vicine, sulla base 
dell’inverso della distanza tra ciascun nodo e le stazioni circostanti, elevato al quadrato 
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(Inverse Distance to a Power). Data la relativamente bassa densità di stazioni queste carte 
vanno comunque considerate solo come un mezzo per visualizzare i risultati più rilevanti 
ed evidenziare eventuali patterns geografici. 
L’interpretazione dei dati è stata fatta comparando tra loro i valori ottenuti nei vari 
punti di campionamento dopo aver sottratto i valori del bianco di riferimento (campioni 
non esposti).  
 
 
3.7 – Analisi chimiche 
3.7.1 – Reagenti e solventi 
Tutti i solventi utilizzati sono di elevato grado di purezza per la determinazione di 
microinquinanti organici in tracce. In particolare, acetonitrile, metanolo, acetone, e 
diclorometano (di qualità SupraSolv) sono stati ottenuti dalla Merck, mentre cicloesano e 
tetraidrofurano (di qualità Pestanal) dalla Riedel-de Haën. 
Lo standard utilizzato per la quantificazione degli IPA è l’EPA 610 Polynuclear 
Aromatic Hydrocarbons Mixture della Supelco®, miscela contenente tutti gli analiti di 
interesse. 
Gli IPA che sono stati analizzati durante le tre campagne ed i relativi acronimi 
sono: fenantrene (Phe), antracene (Ant), fluorantene (Fluo), pirene (Pyr),  
benzo[a]antracene (BaA), crisene (Chry), Benzo[b]fluorantene (BbF), Benzo[k]fluorantene 
(BkF), benzo[a]pirene (BaP), dibenzo[a,h]antracene (DB), benzo[g,h,i]perilene (BghiP) ed 
indeno[1,2,3-cd]pirene (Ipy). 
 
 
3.7.2 – Estrazione e determinazione analitica 
I campioni di muschio sono stati estratti dal cilindro di protezione, pesati, finemente 
sminuzzati, mescolati con 5 grammi di sodio solfato anidro (attivato per 12 ore a 550°C) ed 
inseriti nei ditali di cellulosa del sistema di estrazione. 
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I filtri di cellulosa ed il dacron® (dopo essere stato estratto dalla rete di protezione) 
sono stati ripiegati ed inseriti direttamente nei ditali. 
A tutti i campioni, prima dell’analisi è stata aggiunta la soluzione contenente il p-
terfenile-d14, che è stato utilizzato come standard surrogato per valutare la resa della 
procedura analitica. 
L’estrazione è stata effettuata attraverso un sistema microsoxhlet (International 
PBI) ed è stata condotta in due fasi. Nella prima fase (durata 3 ore) il ditale è rimasto 
immerso nel solvente di estrazione bollente (cicloesano); nella seconda (durata 2 ore), il 
ditale è stato sollevato sopra il livello del solvente ed in questo modo l’estrazione è 
avvenuta a ricadere, con contemporaneo dilavamento del ditale. 
Al termine della procedura, l’estratto ottenuto è stato trasferito dal bicchiere di 
estrazione in un pallone ambrato da 100 ml ed il solvente è stato portato a piccolo volume 
tramite evaporatore rotante (Büchi R-114). L’estratto è stato poi ripreso con una miscela di 
solventi composta da: acetonitrile (30%), acetone (20%), metanolo (20%), diclorometano 
(10%) e tetraidrofurano (20%) e portato al volume finale di 2 ml. I campioni sono stati 
filtrati su filtri di nylon da 0.2 μm ed analizzati senza effettuare alcuna purificazione. 
L’analisi degli IPA è stata effettuata impiegando un HPLC Gilson equipaggiato di 
autocampionatore e di sistema di termostatazione della colonna (la temperatura è stata 
mantenuta costante a 35°C). Sono state utilizzate due diverse colonne cromatografiche nel 
corso dello studio; la prima (utilizzata nella prima campagna) è una Supelcosil LC-PAH 
(15 cm di lunghezza, 4.6 mm di diametro interno, 5 μm di dimensione delle particelle della 
fase stazionaria, Supelco); la seconda (utilizzata nella altre due campagne) è una Zorbax 
Eclipse PAH (10 cm di lunghezza, 4.6 mm di diametro interno, 1.8 μm di dimensione delle 
particelle della fase stazionaria, Agilent Technologies). Quest’ultima, che presenta 
dimensioni minori in particolare nel diametro delle particelle della fase stazionaria, è una 
colonna di nuova generazione: le sue caratteristiche permettono l’utilizzo di flussi più bassi 
di fase mobile e comportano pressioni più elevate nel sistema, a causa dell’elevato 
impaccamento delle particelle. Il risultato è una diminuzione del consumo di solvente ed 
un abbassamento dei tempi di analisi, mantenendo tuttavia inalterata la capacità separativa 
nei confronti degli IPA. 
L’analisi è stata condotta in gradiente di eluente, utilizzando come solventi una 
soluzione acetonitrile 23%/acqua77% (pompa A) ed acetonitrile (pompa B). 
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L’HPLC è dotato di due rivelatori, un rivelatore UV/Vis Gilson 151 ed un 
rivelatore a fluorescenza Jasco FP-1520. La determinazione degli IPA è stata effettuata 
sfruttando la loro proprietà di dare luogo al fenomeno della fluorescenza. 
Le lunghezze d’onda di eccitazione ed emissione utilizzati per i singoli IPA sono 
riportati in tabella 3.3. 
I singoli congeneri sono stati identificati sulla base del tempo di ritenzione e per 
ognuno di essi sono state costruite delle rette di calibrazione, attraverso le quali è stata 
effettuata la quantificazione. 
La procedura descritta è stata testata per la valutazione delle percentuali di recupero 
analizzando campioni “bianchi” di muschio e dacron® fortificati con quantità note della 
miscela standard di IPA. I recuperi ottenuti variano dall’81% del fluorantene al 98% del 
fenantrene e confermano la qualità della procedura analitica. 
 
 
 
IPA  λex (nm) λem (nm) 
Fenantrene Phe 246 370 
Antracene Ant 250 406 
Fluorantene Fluo 280 450 
Pirene Pyr 270 390 
p-terfenile-d14 std p-ter 270 390 
Benzo[a]antracene BaA 265 380 
Crisene Chry 265 380 
Benzo[b]fluorantene BbF 290 430 
Benzo[k]fluorantene BkF 290 430 
Benzo[a]pirene BaP 290 430 
Dibenzo[a,h]antracene DB 290 410 
Benzo[g,h,i]perilene BghiP 290 410 
Indeno[1,2,3-cd]pirene Ipy 300 500 
 
Tabella 3.3 – Analiti determinati nei campionatori passivi e nel PTS tramite HPLC 
accoppiato a rivelatore fluorimetrico. Sono indicati gli acronimi e le lunghezze 
d’onda di eccitazione e di emissione utilizzate per la determinazione. 
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4 – RISULTATI E DISCUSSIONE 
4.1 – Prima campagna 
4.1.1 – Valutazione dell’accumulo 
L’accumulo di particolato aerodisperso sui Quadrelli esposti in alcuni casi è stato 
evidente ad occhio nudo, come si vede nella figura 4.1, dove sono messi a confronto un 
campione pulito ed uno esposto per tre settimane nelle vicinanze della Ferriera di Servola. 
 
. 
 
Figura 4.1 – Confronto tra un Quadrello non esposto (sinistra) ed uno esposto 
nei pressi della Ferriera di Servola (destra). Si può osservare come la 
contaminazione da polveri sia evidenziata da una colorazione grigia del 
tessuto. 
 
 
 
L’analisi dei campioni al microscopio ottico (figura 4.2) ha permesso di evidenziare 
la presenza del particolato sulle fibre che costituiscono il tessuto del dacron® e di 
confermare le ipotesi iniziali. 
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Figura 4.2 – Immagini del dacron® ottenute per mezzo di ingrandimento tramite microscopio ottico. Le figure 
a) e b), ottenute con un ingrandimento di circa 30x, si riferiscono rispettivamente al campione pulito (a) e 
quello esposto (b). Le figure c) e d) si riferiscono agli stessi campioni con ingrandimento di circa 90x. Sono 
state riportate anche delle scale indicative. Appare evidente la presenza di particelle di varie dimensioni adese 
sulla superficie delle fibre del campione esposto.  
 
 
 
Per quanto riguarda la determinazione analitica degli IPA nella prima campagna 
non sono stati quantificati dibenzo[a,h]antracene, benzo[g,h,i]perilene e indeno[1,2,3-
cd]pirene, che possono presentare un'elevata rilevanza ambienale, ma che purtroppo non 
sono stati separati e risolti dalla colonna cromatografica utilizzata per le determinazioni 
analitiche. Questo a causa dell’usura della fase stazionaria della colonna stessa. 
In tabella 4.1 sono riportate le concentrazioni che sono state ottenute per i nove IPA 
in esame nel dacron®, nel muschio e nei filtri per PTS durante le sei sessioni di 
campionamento della prima campagna. I dati sono espressi in ng/g per Quadrelli e muschio 
ed in ng/m3 per i campionatori attivi. Le concentrazioni dei bianchi (campioni che non 
sono stati esposti) sono state sottratte ai valori ottenuti nei campioni esposti. 
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  1G 2G 3G 4G 5G 6G 1S 2S 3S 4S 5S 6S Media FA 
Dacron® Phe 426 226 264 158 375 309 353 293 123 80 527 335 289 6 
 Ant 53 15 21 10 10 7 11 5 2 2 5 <LOD 12 5 
 Fluo 734 393 987 267 519 356 475 349 266 98 496 373 443 25 
 Pyr 800 324 1402 343 415 317 293 195 128 61 295 230 400 22 
 BaA 440 185 203 17 53 14 137 73 54 3 2 8 99 39 
 Chry 224 112 158 65 72 64 121 76 70 18 65 64 92 36 
 BbF 75 50 76 31 42 35 33 17 24 8 27 33 37 7 
 BkF 29 18 26 9 14 12 13 6 8 3 11 13 13 8 
 BaP 33 17 132 11 10 <LOD 6 6 17 <LOD 6 <LOD 20 3 
 ΣIPA 2814 1340 3269 911 1510 1114 1442 1020 692 273 1434 1056 1405 16.8 
(media)
Muschio Phe 152 204 120 100 114 50 79 39 73 28 51 <LOD 84 2 
 Ant 12 19 23 19 27 19 22 4 5 4 7 3 14 6 
 Fluo 662 873 325 196 237 174 204 140 195 68 118 89 273 15 
 Pyr 1045 1385 309 141 269 146 242 71 101 68 87 61 327 20 
 BaA 56 113 153 12 <LOD 6 179 33 36 8 <LOD <LOD 50 7 
 Chry 38 50 43 20 38 27 35 18 25 9 14 9 27 3 
 BbF 43 55 35 9 18 9 3 35 1 3 7 2 18 5 
 BkF 8 12 5 2 6 3 1 5 3 1 3 <LOD 4 2 
 BaP 122 160 12 3 7 2 11 27 10 1 5 <LOD 30 2 
 ΣIPA 2138 2871 1025 502 716 436 776 372 449 190 292 164 827 6.9 
(media)
PTS Phe 1.3 2.9 2.5 1.7 2.3 2.2 0.9 1.6 2.2 0.7 1.6 0.6   
 Ant 0.3 0.7 0.4 0.3 0.3 0.3 0.1 0.2 0.3 0.1 0.6 <LOD   
 Fluo 4.2 12.0 9.8 4.0 6.2 7.3 2.5 4.7 5.1 1.7 4.2 1.7   
 Pyr 5.4 13.3 9.6 1.6 5.7 7.6 2.4 5.4 5.1 1.7 3.6 1.6   
 BaA 2.5 2.0 1.6 1.7 1.5 2.1 0.4 0.9 1.3 0.3 1.5 0.1   
 Chry 1.7 2.9 2.2 1.4 2.1 2.9 1.4 2.3 1.9 1.1 2.4 0.9   
 BbF 1.4 2.5 2.1 1.3 2.1 2.4 1.5 2.5 1.9 1.1 2.3 1.0   
 BkF 0.4 0.9 0.8 0.5 0.7 0.9 0.6 1.0 0.8 0.4 1.0 0.4   
 BaP 0.8 1.7 0.8 0.5 0.8 1.0 1.0 1.9 1.3 0.7 1.8 0.3   
 ΣIPA 18.0 38.9 29.8 13.0 21.7 26.7 10.8 20.5 19.9 7.8 19.0 6.6   
 
Tabella 4.1 – Concentrazioni e fattori di arricchimento (FA) degli IPA in dacron®, muschio e campionatori 
attivi nei due siti (S=Servola, G=Piazza Garibaldi) per le sei sessioni di campionamento. Le concentrazioni 
per dacron® e muschio sono espresse in ng/g, per i campionatori attivi in ng/m3. 
 
 
In figura 4.3b è stato riportato il confronto tra la media degli IPA totali accumulati 
(espressi in ng/g) nei due materiali testati nelle sei sessioni di campionamento. Da questi 
risultati i Quadrelli mostrano una maggiore capacità di accumulo ripetto al muschio 
(rispettivamente 1405 e 827 ng/g di IPA totali). Le concentrazioni dei singoli congeneri 
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sono riportate in figura 4.3a: anche in questo caso si osserva una maggiore concentrazione 
nel dacron® rispetto al muschio. 
In tabella 4.1 sono stati riportati anche i fattori di arricchimento (FA) dei singoli 
IPA sulle matrici indagate, calcolati come il rapporto tra la media delle concentrazioni 
ottenute nelle sei sessioni di campionamento e la media di tre bianchi. Il dacron® mostra 
una notevole capacità di accumulo (FA>10) per benzo[a]antracene, crisene, fluorantene e 
pirene (39, 36, 25 e 22 rispettivamente); al contrario il muschio presenta questa 
caratteristica solo per pirene e fluorantene (20 e 15 rispettivamente). Le maggiori 
differenze di FA tra i due accumulatori riguardano crisene, benzo[a]antracene e 
fluorantene, per i quali il dacron® accumula rispettivamente 12, 5.6 e 1.7 volte più del 
muschio. 
La media degli FA ottenuti per i singoli IPA nel dacron® è 2.4 volte maggiore 
rispetto al muschio (16.8 e 6.9 rispettivamente). 
Questi risultati potrebbero essere legati ad una maggiore velocità di saturazione da 
parte del muschio, stimata da alcuni autori in un periodo di un mese (Knulst et al. 1995). 
Questa caratteristica potrebbe, per tempi di esposizione di tre settimane, comportare una 
perdita di informazioni in siti nei quali sia presente una forte contaminazione da IPA. 
Si è voluto anche  valutare i dati ottenuti in un’ottica diversa, rapportando le 
concentrazioni di IPA determinati nei campionatori passivi in rapporto alla loro superficie 
esposta. Per ricavare questi dati è stata calcolata la superficie totale dei due campionatori; 
nel caso del Quadrello la superficie totale del parallelepipedo (7 x 8 x 2 cm) è di 170 cm2, 
mentre per il muschio l’area superficiale del cilindro (diametro della base=4 cm e 
altezza=12 cm) che lo contiene, data dalla formula 2πr(r+h), è di circa 175 cm2. 
I dati espressi in ng/g, moltiplicati per il peso dei campioni esposti (circa 0.6 
grammi di dacron® e 1.5 grammi di muschio) forniscono la quantità assoluta di IPA adesi 
ai campioni. Dividendo per la superficie totale calcolata si ottiene il dato di accumulo 
espresso in ng/cm2. 
I risultati ottenuti (riportati nelle figure 4.3c e d) dimostrano come, in rapporto alla 
superficie, i muschi abbiano una capacità di accumulo maggiore rispetto al dacron® per 
tutti i congeneri tranne che per fenantrene e crisene. Per quanto riguarda la sommatoria 
degli IPA l’accumulo nel muschio risulta essere di 6.9 ng/cm2, contro i 4.9 ng/cm2 ottenuti 
per il dacron®. 
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Figura 4.3 – Nelle figure a) e b) sono rappresentati graficamente gli accumuli dei singoli IPA (a) e degli IPA 
totali (b) rispetto al peso (ng/g). Nelle figure c) e d) l’accumulo è espresso in ng/cm2. 
 
L’analisi critica dei risultati ottenuti nei due siti, riassunta in figura 4.4, dove sono 
riportate le  concentrazioni di IPA totali ottenute nei due siti dai campionatori, evidenzia il 
fatto che il sito di Piazza Garibaldi appare nettamente più contaminato da IPA aerodispersi; 
infatti il valore medio ottenuto nei sei campionamenti è di 1826 ng/g, quasi il doppio 
rispetto a quanto ottenuto in via Carpineto a Servola (986 ng/g). Lo stesso trend è stato 
ottenuto sia con il muschio (1281 ng/g in Piazza Garibaldi e 374 ng/g a Servola) che con i 
campionatori attivi (24.7 e 14.1 ng/m3 rispettivamente). Dal momento che il sito Piazza 
Garibaldi si trova in centro città, in una zona molto trafficata, la maggior fonte di IPA in 
questo caso risulta essere il traffico veicolare. 
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Figura 4.4 – Concentrazioni medie di IPA totali riscontrate nel dacron®, 
nel muschio e nel PTS nei due siti di campionamento di Piazza Garibaldi 
(Sito G) e Servola (Sito S). 
 
 
4.1.2 – Analisi dei gruppi (cluster analysis) 
I dati di accumulo ottenuti in questa campagna sono stati normalizzati e sottoposti 
ad analisi multivariata (cluster analysis) per poter comparare i profili degli IPA campionati 
su supporti diversi (muschio, Quadrelli e PTS). Il clustering gerarchico, con l’utilizzo del 
criterio del legame completo, ha permesso di ottenere il dendrogramma riportato in figura 
4.5, nel quale vengono individuati 3 cluster principali. 
Il cluster 1 è costituito interamente da campioni provenienti da centralina, tutti 
appartenenti al sito di Servola. 
Il gruppo 2 è costituito da undici campioni: otto di dacron®, di cui sei provenienti 
da Servola, due di muschio provenienti dalla medesima stazione e uno dal campionatore 
attivo di Piazza Garibaldi. 
Il gruppo 3 è costituito dai restanti campioni e risulta pertanto il più eterogeneo; 
conta infatti sei campioni da centralina (di cui cinque da Piazza Garibaldi), quattro 
campioni di dacron®, tutti provenienti da Piazza Garibaldi e dieci campioni di muschio (sei 
da Piazza Garibaldi e quattro da Servola). 
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Figura 4.5 – Dendrogramma ottenuto dall’analisi multivariata di tutti i dati ottenuti 
nelle sei sessioni di campionamento. Le sigle in ascissa sono costituite dal numero 
della sessione (1 – 6), dal sito di campionamento (Sito G e Sito S) e dalla matrice 
(C=centralina; D=dacron® e M=muschio). 
 
 
 
4.1.3 – Correlazione tra muschio, dacron® e PTS 
A causa della diversità operativa tra campionatori passivi e attivi i dati ottenuti nei 
due casi sono profondamente diversi tra loro; da un lato si hanno, nel caso di muschio e 
dacron®, concentrazioni espresse in rapporto al peso del campionatore (ng/g), dall’altro 
valori riferiti al volume di aria aspirata (ng/m3). Inoltre, i dati dei campionatori passivi si 
riferiscono ad un periodo di campionamento di 3 settimane, mentre quelli del PTS sono 
una media dei 21 valori giornalieri ottenuti nello stesso periodo di tempo. 
Si è provato a valutare la presenza di una correlazione tra i dati tramite il calcolo del 
coefficiente di correlazione del momento prodotto di Pearson, r, un indice adimensionale 
che riflette l'estensione di una relazione lineare tra due insiemi di dati . Questi sono stati 
suddivisi per sito di campionamento e normalizzati tramite autoscalatura. Soltanto per la 
matrice contenente i dati del muschio e del PTS sono state identificate correlazioni 
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positive. Nel caso del benzo[a]pirene per i dati ottenuti nel sito G è stato calcolato un 
r=0.76, mentre nel sito S r=0.70. Per quanto riguarda gli IPA totali, invece, solo a Servola 
è stata ottenuta una correlazione positiva (r=0.68). Non è stata riscontrata correlazione 
positiva né nelle matrici di dati muschio-dacron®, né in quelle dacron®-PTS. 
Al di là della correlazione tra i dati, ciò che è importante è che i campionatori siano 
in grado di identificare e differenziare i diversi livelli di concentrazione di IPA aerodispersi 
e questo è confermato dai dati della prima campagna. 
 
 
 
4.1.4 – Analisi della ripetibilità di campionamento 
Per valutare la capacità da parte dei campionatori passivi di fornire dati ripetibili, 
dieci campioni di muschio e dieci Quadrelli sono stati esposti contemporaneamente a 
Servola. Il forte vento di Bora registrato nel periodo ha causato la perdita di tre 
accumulatori, per cui le analisi sono state effettuate su otto campioni di muschio e su nove 
Quadrelli. 
I risultati sono riportati in tabella 4.2. Il dacron® mostra valori di deviazione 
standard relativa percentuale (RSD%) che variano da 10.2% per il fluorantene a 48.2% per 
l’antracene. I composti con valori di RSD% più elevati (antracene e benzo[a]antracene) 
sono quelli che presentano valori di concentrazioni più bassi; questo può in parte 
giustificare la loro elevata variabilità. 
Il muschio mostra valori di RSD% mediamente più bassi rispetto al dacron®, 
passando dal 5.5% per il crisene al 24.5% per il benzo[a]antracene. 
Considerando la variabilità dei valori di IPA totali nelle nove sessioni di 
campionamento per il dacron® si osserva un valore di RSD% del 15.6%, mentre per il 
muschio (in otto sessioni) la variabilità risulta essere minore, attestandosi al 7.8%. 
 
 
 
 
 
MATRICI BIOLOGICHE E SINTETICHE PER IL MONITORAGGIO DI IPA AERODISPERSI 
_____________________________________________________________________________________________________________________ 
 100
a)                                                             Dacron®  
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Media SD RSD% 
Phe 38 37 34 35 20 27 42 41 34 34.2 6.9 20.2 
Ant 3 3 3 3 <LOD 2 5 8 5 4.0 1.9 48.2 
Fluo 146 140 136 133 147 120 162 169 143 144.0 14.7 10.2 
Pyr 91 71 66 60 58 53 86 99 105 76.6 19.1 25.0 
BaA 5 1 3 2 2 2 3 3 4 2.8 1.2 43.3 
Chry 33 34 30 32 40 31 53 60 47 40.0 10.9 27.2 
BbF 24 20 20 19 23 20 27 32 25 23.3 4.2 18.2 
BkF 7 6 6 6 6 5 8 9 7 6.7 1.2 18.4 
BaP 6 5 7 6 8 5 6 6 6 6.1 0.9 15.2 
ΣIPA 353 317 305 296 304 265 392 427 376 337.2 52.8 15.6 
             
b)                                                         Muschio   
 1 2 3 4 5 6 7 8 Media SD RSD %  
Phe 21 25 24 21 25 32 23 24 24.4 3.5 14.2  
Ant 4 6 6 4 5 5 5 5 5.0 0.8 15.1  
Fluo 78 83 85 75 76 80 84 83 80.5 3.8 4.7  
Pyr 65 70 63 56 73 82 88 81 72.3 10.9 15.0  
BaA 7 6 8 9 9 11 13 10 9.1 2.2 24.5  
Chry 31 33 33 33 29 35 32 33 32.4 1.8 5.5  
BbF 17 18 19 18 20 21 24 20 19.6 2.2 11.2  
BkF 6 6 7 7 7 7 8 7 6.9 0.6 9.3  
BaP 6 7 9 7 9 8 9 8 7.9 1.1 14.3  
ΣIPA 235 254 254 230 253 281 286 271 258.0 20.2 7.8  
 
Tabella 4.2 – Concentrazioni di IPA (espresse in ng/g) ottenute nella sessione di studio della variabilità dei 
dati. Sono riportati anche i valori medi, la deviazione standard (SD) e la deviazione standard relativa 
(RSD%). 
 
4.1.5 – Conclusioni sulla prima campagna 
Gli studi preliminari della prima campagna hanno confermato che entrambe le 
matrici studiate presentano caratteristiche che li rendono adatti all’impiego come 
accumulatori passivi per la valutazione della presenza di IPA aerodispersi. 
Purtroppo, a causa dell’utilizzo di una colonna cromatografica usurata, mancano i 
dati relativi a dibenzo[a,h]antracene, benzo[g,h,i]perilene e indeno[1,2,3-cd]pirene, che 
non sono stati analiticamente risolti e di conseguenza quantificati. 
I dati ottenuti sugli altri congeneri hanno confermato l’abilità del muschio ed in 
particolare dell’Hypnum cupressiforme, già ben documentata in letteratura (Őtvős et al, 
2004), di bloccare ed accumulare gli IPA atmosferici. Inoltre, è stata validata l’ipotesi che 
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il dacron® sia un materiale con caratteristiche chimiche e chimico-fisiche tali da renderlo 
adatto all’impiego come efficiente accumulatore passivo. 
I risultati confermano infatti che, sia il dacron®, che il muschio, sono accumulatori 
di IPA, sebbene presentino comportamenti e caratteristiche diversi. Il dacron® è in grado di 
accumulare una maggior quantità di IPA in relazione al suo peso, mentre il muschio 
presenta concentrazioni di IPA più elevate se confrontate con la sua superficie esposta. Il 
muschio sembra presentare una maggior velocità di saturazione, il che potrebbe causare 
una possibile perdita di informazioni in situazioni ambientali di elevata contaminazione da 
IPA. 
I muschi hanno dimostrato una migliore correlazione con i dati provenienti dal PTS 
e si sono dimostrati maggiormente ripetibili. 
La conclusione che si può trarre dall’analisi dei dati della prima campagna è che sia 
i Quadrelli che il muschio possono essere impiegati per monitoraggi di IPA su ampia scala 
e con un elevato numero di punti di campionamento per ottenere mappe di distribuzione 
accurate. Queste mappe di rischio possono risultare utili agli enti di controllo per dare 
indicazioni su quali possano essere i punti più sensibili e migliori per l’alloggiamento di 
campionatori attivi di particolato atmosferico. 
 
 
 
 
4.2 – Seconda campagna 
4.2.1 – Risultati 
Nella seconda campagna di campionamento sono stati introdotti, tra gli analiti 
oggetto di indagine, anche il dibenzo[a,h]antracene, il benzo[g,h,i]perilene e 
l’indeno[1,2,3-cd]pirene.  
Questo è stato possibile grazie all’impiego di una nuova colonna analitica che ha 
permesso di risolvere in maniera efficiente anche questi IPA, per i quali (in particolare per 
benzo[g,h,i]perilene e indeno[1,2,3-cd]pirene) sono stati tuttavia ottenuti valori di bianco 
elevati. Nonostante il bianco sia stato sottratto dai valori ottenuti nei campioni esposti, dal 
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momento che la risposta strumentale di questi composti è abbastanza bassa, la presenza di 
bianchi elevati  ha inevitabilmente aumentato l’incertezza nei risultati ottenuti. 
Se da un lato è stato possibile determinare tutti gli IPA a cinque e sei anelli 
benzenici, sono stati riscontrati notevoli problemi nella determinazione di 
benzo[a]antracene e crisene che non sono stati quantificati. Questo a causa di una linea di 
base molto disturbata nei cromatogrammi in corrispondenza del tempo di uscita di questi 
due composti. Un attento esame dell’intera procedura analitica ha permesso di concludere 
che la fonte di inquinamento erano le guarnizioni che permettono la tenuta dei bicchieri di 
raccolta del solvente nel sistema microsoxhlet. Il materiale impiegato per la costruzione 
delle guarnizioni è un polimero che, durante i cicli di estrazione, a contatto con il solvente 
rilascia sostanze interferenti. 
In questa campagna (i cui risultati sono riassunti nelle tabelle 4.3 e 4.4) è stata 
riscontrata una difficoltà di accumulo degli IPA più pesanti per entrambe le matrici 
impiegate. 
Il muschio, infatti, non ha accumulato quantità rilevabili di dibenzo[a,h]antracene 
in nessuno dei ventuno campioni, mentre benzo[g,h,i]perilene ed indeno[1,2,3-cd]pirene 
sono stati trovati in solo otto campioni; anche il benzo[a]pirene è stato osservato in una 
minima parte delle stazioni monitorate (sette). Interessante notare che solamente cinque 
stazioni presentano contemporaneamente concentrazioni rilevabili di tutti questi tre analiti. 
Si tratta della zona dell’area di Ricerca di Padriciano e di San Giacomo (che probabilmente 
risentono della presenza di elevato traffico veicolare), delle zone di Servola, della Zona 
industriale e della Valle delle Noghere (nelle quali le sorgenti di IPA potrebbero essere 
messe in relazione anche con la presenza di attività industriali). 
I Quadrelli hanno permesso di identificare e quantificare il dibenzo[a,h]antracene in 
tutti i siti di campionamento ma questo non è stato possibile per il benzo[a]pirene, per il 
benzo[g,h,i]perilene e l’indeno[1,2,3-cd]pirene che sono stati determinati in quantità 
rilevabili solamente in poche stazioni, tra cui la zona di San Giacomo e la zona industriale. 
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IPA Phe Ant Fluo Pyr BbF BkF BaP DB BghiP IPy ΣIPA 
stazione            
4 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 2 
5 34 3 59 42 15 2 <LOD <LOD <LOD 2 157 
6 8 <LOD 27 18 7 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 60 
7 12 <LOD 16 4 10 1 <LOD <LOD <LOD <LOD 43 
10 7 <LOD 27 13 7 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 54 
11 3 <LOD 9 <LOD 5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 16 
12 29 <LOD 28 34 <LOD 2 <LOD <LOD <LOD <LOD 93 
14 93 2 50 51 <LOD 3 <LOD <LOD <LOD <LOD 199 
15 86 8 83 118 <LOD 4 2 <LOD <LOD <LOD 302 
17 74 8 110 162 16 4 1 <LOD 7 <LOD 381 
18 57 1 70 94 16 4 1 <LOD 56 2 301 
20 137 29 194 413 41 12 18 <LOD 48 13 906 
21 105 14 133 214 30 6 <LOD <LOD <LOD 2 505 
22 222 27 159 223 11 3 <LOD <LOD <LOD <LOD 646 
24 106 8 72 94 12 2 <LOD <LOD 11 <LOD 304 
25 480 22 176 248 <LOD 7 8 <LOD 75 8 1024 
26 306 44 304 481 <LOD 8 10 <LOD 28 4 1185 
27 310 42 313 472 13 4 <LOD <LOD <LOD 2 1157 
28 221 27 123 172 8 3 <LOD <LOD <LOD <LOD 553 
29 186 6 62 88 8 3 <LOD <LOD 20 <LOD 373 
30 70 5 67 91 13 4 6 <LOD 119 8 382 
BIANCO 41 4 20 26 17 7 17 11 59 23 225 
 
Tabella 4.3 – Concentrazioni di IPA (espresse in ng/g) ottenute con i muschi nei 21 punti di 
campionamento della provincia di Trieste. LOD= limite di rilevabilità (=1 ng/g). 
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IPA Phe Ant Fluo Pyr BbF BkF BaP DB BghiP IPy ΣIPA 
stazione            
4 111 <LOD 116 63 1 1 <LOD 7 <LOD <LOD 299 
5 291 <LOD 524 413 <LOD 8 2 10 <LOD <LOD 1248 
6 158 3 166 77 <LOD 2 <LOD 2 <LOD <LOD 408 
7 112 5 106 66 3 2 <LOD 5 <LOD <LOD 299 
10 108 <LOD 235 117 8 4 <LOD 11 <LOD <LOD 483 
11 105 12 125 42 7 1 <LOD 5 <LOD <LOD 297 
12 149 8 147 58 3 3 <LOD 3 <LOD <LOD 371 
14 172 5 274 139 <LOD 4 <LOD 2 <LOD <LOD 596 
15 650 41 1049 816 20 11 1 5 <LOD <LOD 2593 
17 306 11 934 738 44 21 7 9 <LOD <LOD 2070 
18 115 2 211 108 5 3 <LOD 3 <LOD <LOD 447 
20 746 103 1340 1444 82 33 33 17 9 62 3869 
21 245 14 533 492 54 <LOD 7 4 <LOD 27 1376 
22 550 28 753 534 11 8 <LOD 18 <LOD <LOD 1902 
24 362 15 515 320 9 4 <LOD 15 <LOD <LOD 1240 
25 489 28 858 666 29 14 8 6 <LOD 4 2102 
26 694 47 1360 1151 87 31 27 11 <LOD 54 3462 
27 504 26 925 684 30 13 3 12 <LOD <LOD 2197 
28 440 11 476 684 12 5 <LOD 5 <LOD <LOD 1633 
29 250 5 319 145 10 4 <LOD 11 <LOD <LOD 744 
30 280 6 459 266 18 8 2 4 <LOD <LOD 1043 
BIANCO 32 3 21 22 4 2 5 6 138 26 259 
 
Tabella 4.4 – Concentrazioni di IPA (espresse in ng/g) ottenute con i Quadrelli nei 21 punti di 
campionamento della provincia di Trieste. LOD= limite di rilevabilità (=1 ng/g). 
 
 
 
 
I risultati sono stati elaborati e riportati graficamente nelle mappe create tramite il 
software Surfer (figure 4.6 e 4.7). Per ognuno degli IPA analizzati sono state messe a 
confronto le mappe ottenute dall’analisi del muschio con quelle ottenute dall’analisi dei 
Quadrelli. 
 
 
  
 
  Figura 4.6 – Mappe di distribuzione per singoli congeneri di IPA nella provincia di Trieste ottenute con muschi e Quadrelli.  
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   Figura 4.7 – Mappe di distribuzione per singoli congeneri e per IPA totali ottenute con muschi e Quadrelli. 
Benzo[b]fluorantene 
Quadrello Muschio 
Benzo[k]fluorantene 
Quadrello Muschio 
IPA totali 
Quadrello Muschio 
Dibenzo[a,h]antracene 
Muschio 
Benzo[g,h,i]perilene 
Quadrello 
MATRICI BIOLOGICHE E SINTETICHE PER IL MONITORAGGIO DI IPA AERODISPERSI 
_____________________________________________________________________________________________________________________ 
 107
A causa del numero di siti di campionamento relativamente basso, queste mappe 
non riescono ad avere una accuratezza particolarmente elevata. Tuttavia, l’aspetto più 
evidente che ne deriva è che la distribuzione di IPA all’interno della provincia di Trieste è 
disomogenea. Le maggiori concentrazioni sono state registrate, tranne qualche eccezione, 
nella porzione meridionale della provincia, quella in cui si addensano gli agglomerati 
urbani più rilevanti (Trieste e Muggia) e la zona industriale, mentre la parte a nord della 
città di Trieste appare meno coinvolta dalla presenza di IPA aerodispersi. 
Nel muschio si osserva che le concentrazioni più elevate di IPA leggeri (dal 
fenantrene al pirene) sono state riscontrate nelle stazioni di campionamento 26 e 27, 
rispettivamente la zona industriale di Trieste e il sito di San Dorligo della Valle, seguite 
dalle stazioni di San Giacomo (20) e Servola (25). Tutti gli altri IPA mostrano un picco di 
concentrazione nella stazione di San Giacomo. 
I valori più elevati di IPA totali rilevati con il muschio sono stati riscontrati nella 
zona industriale, a San Dorligo della Valle, a Servola e a San Giacomo, con concentrazioni 
tra loro confrontabili (circa 1000 ng/g). 
Le mappe costruite con i risultati forniti dal dacron® individuano due punti che si 
distinguono maggiormente per la contaminazione da IPA aerodispersi: si tratta di San 
Giacomo e della zona industriale, che sono le stazioni dove si hanno le concentrazioni più 
elevate per quasi tutti gli IPA rilevabili. Accanto a questi due punti principali si 
individuano altre zone in cui gli IPA sono presenti in quantità elevate, anche se a 
concentrazioni inferiori rispetto ai precedenti. Tra queste il sito di Servola (25), e la zona 
cittadina di Roiano (17). 
In zone lontane dai grossi centri troviamo che il sito 15 (Opicina) presenta 
concentrazioni rilevanti anche di fenantrene e fluorantene, mentre il sito 22 (Basovizza) di 
fluorantene e pirene. 
Le concentrazioni (espresse in ng/g) di IPA totali determinate in questa seconda 
campagna con i Quadrelli risultano essere più elevate (3-4 volte) rispetto a quelle 
determinate dal muschio. 
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4.2.2 – Conclusioni sulla seconda campagna 
L’utilizzo di un nuovo tipo di colonna ha consentito di determinare analiticamente 
anche dibenzo[a,h]antracene, il benzo[g,h,i]perilene e l’indeno[1,2,3-cd]pirene, che non 
erano stati analizzati nella prima campagna di valutazione di muschio e dacron®. Per 
contro, problemi di pulizia del sistema estrattivo microsoxhlet hanno impedito di 
analizzare benzo[a]antracene e crisene. 
È stata individuata per entrambe le matrici una difficoltà di accumulo degli IPA a 
più alto peso molecolare, soprattutto nelle zone dove questi composti sono presenti a 
concentrazioni molto basse (zone a bassa urbanizzazione). Nelle zone a maggiore impatto 
antropico, dove la presenza di IPA aerodispersi è maggiore (dovuti ad elevata presenza di 
traffico veicolare o industrializzazione) anche i composti a più alto peso molecolare 
vengono catturati dalle matrici passive. 
È stata confermata la capacità di muschio e dacron® di catturare in maniera molto 
efficiente gli IPA più leggeri (fenantrene, antracene, fluorantene e pirene). 
I dati ottenuti hanno evidenziato come, all’interno del territorio della provincia di 
Trieste, la zona che presenta maggiori problematiche di contaminazione da IPA è quella 
meridionale, dove si concentrano i centri abitati e dove si ha un maggiore livello di 
industrializzazione. 
Il dacron® ha confermato la capacità di accumulare una maggiore quantità di IPA in 
relazione al suo peso. 
Le due matrici hanno individuato che le maggiori criticità si hanno principalmente 
nelle stazioni della zona industriale e della zona cittadina di San Giacomo. L’origine delle 
due contaminazioni potrebbe essere diversa: mentre a San Giacomo notevole importanza è 
rivestita dal traffico veicolare, nella zona industriale un contributo importante potrebbe 
essere dato anche dalle emissioni dovute alle attività industriali, sebbene di sicuro ci sia il 
contributo del traffico, considerando che i campionatori sono stati collocati nelle vicinanze 
di una strada molto trafficata. 
Apparentemente la Ferriera di Servola non sembra essere una fonte di 
contaminazione di IPA così elevata come si potrebbe ritenere. Tuttavia, va tenuto conto di 
un aspetto importante: il dacron® ed il muschio, in questa campagna, sono stati esposti 
nelle vicinanze del campionatore di polveri di via Carpineto. Si può ipotizzare che, a causa 
dell’orografia complessa della zona di Servola e sulla base della predominanza dei venti 
MATRICI BIOLOGICHE E SINTETICHE PER IL MONITORAGGIO DI IPA AERODISPERSI 
_____________________________________________________________________________________________________________________ 
 109
che interessano Trieste, via Carpineto non sia particolarmente interessata dal fenomeno di 
deposizione delle polveri provenienti dalle emissioni della Ferriera. Proprio per 
approfondire lo studio sull’impatto dell’impianto della Ferriera di Servola è stata 
pianificata la terza campagna, nella quale si è incentrata l’attenzione sugli IPA provenienti 
dall’impianto siderurgico e sull’analisi della loro diffusione.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3 – Terza campagna 
4.3.1 – Risultati 
Nella terza campagna sono stati analizzati 12 IPA; è stato, infatti, superato il 
problema analitico che aveva impedito l’analisi di benzo[a]antracene e crisene nella 
campagna precedente utilizzando, nel microsoxhlet, guarnizioni di silicone teflonato prive 
di rilascio. Inoltre è stato intensificato il lavaggio del dacron® prima dell’esposizione; 
questo ha permesso di ottenere bianchi di elevata purezza, come si può vedere dall’ultima 
riga della tabella 4.5, dove sono riportate anche le concentrazioni ottenute in tutte le 
stazioni esaminate. 
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IPA Phe Ant Fluo Pyr BaA Chry BbF BkF BaP DB BghiP Ipy ∑IPA
Stazione              
1a 159 10 162 95 10 19 15 6 7 3 8 7 500 
1b 232 16 355 217 20 43 31 12 13 3 15 14 972 
1c 297 59 550 346 34 66 54 20 18 10 24 26 1503 
2 150 7 174 134 7 38 23 8 10 5 16 16 588 
3 92 5 90 65 1 14 8 3 3 3 12 4 299 
4 137 5 104 94 4 14 8 2 3 2 14 3 390 
5 37 5 75 92 2 15 8 3 3 2 5 3 250 
6 95 5 133 94 4 19 10 4 4 2 8 5 384 
7 141 4 147 95 4 24 10 3 4 1 11 4 448 
8 144 7 154 113 4 24 13 4 4 1 10 6 484 
9 60 3 111 78 2 13 9 3 3 1 5 4 293 
10 94 7 150 106 5 24 14 5 6 2 9 7 429 
11 80 7 118 90 2 33 17 6 4 1 6 5 368 
bianco 13 1 7 4 3 1 1 1 1 2 3 2 42 
 
Tabella 4.5 – Concentrazioni di IPA (espresse in ng/g) ottenute negli 11 punti di campionamento della 
terza campagna. 
 
 
Le concentrazioni rilevate in questa campagna sono generalmente più basse di 
quelle registrate nelle campagne precedenti; questo può dipendere da diversi fattori, primo 
tra tutti le condizioni meteorologiche: temperatura, precipitazioni e presenza di venti, che 
influenzano i flussi atmosferici e le deposizioni del particolato e degli IPA. Ciò che è 
comunque importante valutare non è tanto il valore assoluto delle concentrazioni ma le 
differenze che si riscontrano tra i diversi punti di campionamento. 
Riguardo l’accumulo di IPA nel tempo (campionamenti 1a, 1b e 1c) si osserva che 
tutti i composti presentano, all’aumento del tempo di esposizione, un aumento della 
quantità accumulata sul dacron® (figura 4.8). Gli andamenti non sono identici per tutti gli 
IPA, infatti, nel caso del fenantrene, ad esempio, si ha un andamento lineare con 
coefficiente di correlazione (r2) pari a 0.9995. Antracene, benzo[a]antracene, 
dibenzo[a,h]antracene, benzo[g,hi]perilene e indeno[1,2,3–cd]pirene presentano un 
accumulo in funzione del tempo che si avvicina ad un andamento di tipo esponenziale con 
valori di r2 compresi tra 0.879 (dibenzo[a,h]antracene) e 0.9985 (benzo[a]antracene). Tutti 
gli altri IPA e gli IPA totali hanno un andamento che viene ben fittato da una funzione 
polinomiale del secondo ordine con valori di r2 sempre molto vicini a 1; in particolare gli 
IPA totali presentano un r2=0.993. 
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Fig 4.8 – Andamenti dell’accumulo (concentrazione in funzione delle settimane di esposizione) ottenuti per i 
12 IPA analizzati e per la loro sommatoria (IPA totali). In ogni grafico è riportata l’equazione della funzione 
e il valore di r2. 
 
Analizzando in dettaglio le distribuzioni degli IPA (figure 4.9a e b), il sito di 
campionamento posto a ridosso della Ferriera di Servola presenta concentrazioni di gran 
lunga superiori a tutti gli altri punti. In tre settimane di campionamento sono stati raccolti 
dal dacron® 972 ng/g di IPA totali. La maggior componente è data dagli IPA leggeri, di cui 
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il composto più abbondante è il fluorantene (355 ng/g), mentre quello presente in quantità 
minore è il dibenzo[a,h]antracene (14 ng/g). 
Escludendo il punto della Ferriera di Servola, Porto San Rocco (stazione 2) è la 
zona che ha presentato maggiore accumulo di IPA (588 ng/g). Si tratta di un risultato a 
sorpresa, in quanto questa zona è lontana da grosse vie di comunicazione e non sono 
presenti nelle immediate vicinanze attività industriali. La zona di Zindis, collocata sullo 
stesso transetto, a poca distanza da Porto San Rocco, ha mostrato concentrazioni 
nettamente più basse (299 ng/g). L’andamento per il quale i punti a maggiore distanza 
dalla Ferriera mostrano concentrazioni più basse, si è verificato in quattro dei cinque 
transetti considerati. L’unico che mostra discrepanza è quello che collega la Ferriera con i 
punti 6 (zona industriale) e 7 (San Dorligo – Wärtsilä), nel quale si osserva come il punto 
più lontano dalla Ferriera presenti una contaminazione maggiore rispetto al più vicino. Un 
aspetto interessante da notare è il rapporto tra benzo[g,h,i]perilene e indeno[1,2,3-
cd]pirene: sia in Ferriera, sia a Porto San Rocco entrambi gli IPA hanno una 
concentrazione elevata ed in rapporto quasi 1:1. 
Le concentrazioni elevate ed il rapporto tra gli ultimi due IPA rappresentano due 
indizi che permettono di ipotizzare una origine della contaminazione comune nei due siti di 
campionamento. 
I risultati ottenuti nella zona industriale si differenziano notevolmente da quelli 
ottenuti nella seconda campagna, nella quale risultava uno dei punti più critici; le 
concentrazioni ottenute (384 ng/g di IPA totali) sono più basse di quelle attese, in linea, 
come ordine di grandezza, con quelle registrate nei pressi del Molo Audace. Valori 
superiori sono stati riscontrati nel sito 7 (448 ng/g); va tenuto presente che questa stazione 
è collocata nelle immediate vicinanze di uno stabilimento industriale (Wärtsilä) nel quale si 
producono e testano motori diesel marini. 
I punti di campionamento risultati più “puliti” tra quelli in esame sono: Zindis, 
Santa Barbara e Basovizza, che sono i punti collocati a maggiore distanza da Trieste (ad 
eccezione di Wärtsilä) e situati ad un’altitudine maggiore. 
In merito alla distribuzione del benzo[a]pirene, i punti in cui sono state riscontrate 
concentrazioni maggiori sono Ferriera (13 ng/g), Porto San Rocco (10 ng/g) e Scalo 
Legnami (6 ng/g). Nel resto del territorio la concentrazione risulta praticamente uniforme: i 
valori oscillano, infatti, tra i 3 e i 4 ng/g. 
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Antracene Fluorantene
Pirene Benzo[a]antracene 
Crisene Benzo[b]fluorantene 
Benzo[k]fluorantene Benzo[a]pirene 
Fig. 4.9a – Mappe di distribuzione dei singoli IPA accumulati nei Quadrelli nel territorio 
considerato. 
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I dati di concentrazione di IPA, dopo essere stati normalizzati sono stati sottoposti 
ad analisi multivariata. Il clustering gerarchico per aggregazioni successive, con l’utilizzo 
del criterio del legame completo, ha permesso di ottenere il dendrogramma rappresentato 
in fig. 4.10. Il risultato più significativo che si ottiene da questa trattazione statistica è che 
le stazioni 1 e 2 (Servola e Porto San Rocco) formano uno dei due cluster principali. Ciò 
significa che la composizione degli IPA riscontrata nei due siti presenta caratteristiche di 
somiglianza e si differenzia da tutti gli altri punti di campionamento. 
 
Dibenzo[a,h]antracene Benzo[g,h,i]perilene 
Indeno[1,2,3-cd]pirene IPA totali 
Fig. 4.9b – Mappe di distribuzione dei singoli IPA e di IPA totali accumulati nei Quadrelli 
nel territorio considerato. 
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Fig. 4.10 – Dendrogramma ottenuto dall’analisi multivariata dei risultati 
ottenuti nella terza campagna. 
 
I dati di diffusione di IPA sul territorio sono stati messi in relazione con i dati 
anemometrici ottenuti dalla centralina ARPA di Via Pitacco nel periodo di esposizione dei 
Quadrelli (29 gennaio-19 febbraio 2008) con l’obiettivo di valutare quali fossero i venti 
predominanti nel periodo in esame ed individuare le direzioni associabili alla dispersione e 
quindi alla ricaduta delle emissioni prodotte dall'impianto industriale. 
Le misure della direzione e della velocità del vento vengono rilevate dalla 
centralina ad ogni ora. In assenza di vento o in presenza di velocità modeste il dato non 
viene registrato. I dati di occorrenza vengono riportati in diagramma e permettono di 
ottenere la rosa dei venti (fig. 4.11). Nella rappresentazione qui riportata non si tiene conto 
delle classi di velocità dei venti, ma vengono riportati in tabella i valori di velocità media 
delle occorrenze registrate. 
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Fig. 4.11 – Rosa dei venti ottenuta dai dati registrati dalla centralina ARPA di Via Pitacco. Nella tabella sono 
riportate le occorrenze dei fenomeni ventosi e le velocità medie in m/s. 
 
 
Dall’analisi della rosa dei venti si deduce che nel periodo considerato, il vento 
registrato il maggior numero di volte è lo scirocco (provenienza ESE – registrato 44 volte), 
seguito dalla Bora (provenienza ENE – registrato 30 volte). 11 occorrenze ciascuna sono 
state registrate per venti provenienti da NE e NNE. Il Maestrale (ONO) è stato osservato 
15 volte mentre il Ponente (O) 14 volte. L’analisi delle velocità medie mostra come i venti 
provenienti dal primo quadrante siano quelli che raggiungono velocità medie più elevate, 
con una punta di 3.04 m/s (quasi 11 km/h) per quello proveniente da NNE. Non appare 
azzardato ipotizzare che la predominanza dei venti provenienti dal primo quadrante 
(caratteristici di Trieste nel periodo invernale) possa trasportare il particolato presente nella 
zona di Servola in direzione di Muggia e Porto San Rocco, che potrebbe essere un punto di 
ricaduta di polveri. Il fatto che Zindis non risulti influenzata da questo trasporto può essere 
messo in relazione con l’orografia della zona. Zindis si trova più in alto rispetto a Porto 
San Rocco (114 m slm) e questo potrebbe far sì che le polveri ricadano al suolo prima di 
raggiungere questa località. 
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Con ogni probabilità i venti di Scirocco tendono a trasportare le emissioni della 
Ferriera in direzione del mare, lambendo forse in parte la vicina stazione 10 (Scalo 
Legnami). 
 
 
4.3.2 – Conclusioni sulla terza campagna 
Lo studio di accumulo di IPA nel tempo ha permesso di ricavare delle funzioni che 
descrivono bene gli andamenti ottenuti in questa campagna. Si tratta, a seconda dei casi, di 
funzioni esponenziali o  polinomiali e solo in un caso di funzione lineare. Questi risultati 
vanno verificati in maniera più approfondita organizzando ulteriori studi analoghi; si 
ritiene, infatti, che l’andamento dell’accumulo sia strettamente dipendente dalle condizioni 
climatiche del periodo analizzato. Ad esempio, si può ipotizzare che la presenza di 
fenomeni ventosi di forte intensità nel periodo di studio può influire sull’accumulo, 
causando la perdita di particolato atmosferico adeso. 
Questa campagna ha permesso di effettuare una mappatura dettagliata della 
situazione di contaminazione da IPA nella parte meridionale della provincia di Trieste. 
Rispetto alle campagne precedenti sono stati intensificati i punti di campionamento ed 
alcuni di questi sono stati spostati in maniera opportuna: il punto di campionamento a 
Servola, ad esempio, è stato collocato nelle immediate vicinanze dello stabilimento, mentre 
quello in zona industriale è stato spostato di alcune centinaia di metri per allontanare i 
campionatori dalla postazione originaria, troppo vicina ad una strada molto trafficata. 
I risultati mostrano come il punto maggiormente coinvolto da presenza di IPA sia 
quello della Ferriera, con concentrazioni nettamente più alte rispetto a tutti gli altri. Anche 
a Porto San Rocco, comunque, sono stati riscontrati valori elevati ed è stato evidenziato un 
rapporto tra benzo[g,h,i]perilene ed indeno[1,2,3-cd]pirene circa 1:1, analogo a quello 
riscontrato in Ferriera. Questo ha portato ad ipotizzare una origine comune degli IPA e a 
considerare Porto San Rocco come punto di ricaduta di polveri provenienti dallo 
stabilimento siderurgico. Il dendrogramma ottenuto dall’elaborazione statistica dei dati ha 
raggruppato in un unico cluster i due siti, confermando una stretta analogia nella 
composizione degli IPA analizzati. 
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A supporto di quest’ipotesi, l’analisi delle occorrenze dei venti ha indicato che, nel 
periodo di esposizione dei Quadrelli, sono stati rilevanti i fenomeni di Bora, che possono 
aver contribuito a trasportare particolato ed IPA in direzione sud-ovest. 
Sulla base di questi risultati preliminari è necessario approfondire le dinamiche di 
diffusione delle emissioni provenienti dalla Ferriera di Servola. I Quadrelli sono in grado 
di fornire un quadro indicativo ed approssimato del grado di contaminazione, per cui è allo 
studio un’ulteriore indagine, nella quale si intende ripetere l’esposizione dei campionatori 
passivi nei punti già considerati, collocando in parallelo, nei punti risultati nevralgici, 
campionatori di particolato PM10. Questi  permettono di ottenere dati di elevata precisione 
ed affidabilità sulla frazione di polveri di maggiore rilevanza ambientale e sanitaria; 
permettono, inoltre, di analizzare in dettaglio il rapporto tra i vari IPA al fine di individuare 
fingerprint caratteristici e rapporti diagnostici indicativi dell’origine della contaminazione. 
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5 – CONCLUSIONI 
I campionatori passivi, siano essi biologici o sintetici, sono un utile strumento da 
affiancare ai sistemi attivi di campionamento per effettuare campagne di monitoraggio su 
larga scala e a bassi costi. 
Ovviamente i campionatori passivi non possono fornire le informazioni precise e 
ripetibili dei campionatori attivi. Questi, infatti, sono in grado di aspirare una quantità nota 
di aria ad un flusso costante ed in condizioni controllate. Gli accumulatori passivi, invece, 
sono soggetti ad un elevato numero di variabili atmosferiche, quali ad esempio, umidità, 
vento di intensità e direzione variabili e radiazioni solari, tutti fattori che possono favorire 
il fenomeno del rilascio del particolato e la degradazione dei contaminanti adsorbiti. Al 
fine di minimizzare gli effetti perturbativi delle condizioni atmosferiche, i campionatori, in 
fase di esposizione devono essere collocati all’interno di appositi box protettivi che 
permettano comunque la libera circolazione dell’aria. 
Sia il muschio che il dacron® si sono rivelati materiali adatti per il monitoraggio di 
IPA aerodispersi, sebbene presentino caratteristiche diverse. 
I Quadrelli sono in grado di accumulare una quantità maggiore di IPA in rapporto al 
loro peso mentre, nel caso del muschio, sono state ottenute quantità maggiori in rapporto 
alla superficie di campionatore esposto all’aria. Il muschio ha evidenziato una migliore 
ripetibilità dei dati ed una migliore correlazione con i dati di IPA ottenuti dall’analisi del 
particolato totale sospeso. 
Muschio e Quadrelli sono stati utilizzati per costruire delle mappe di diffusione di 
IPA nella provincia di Trieste, fornendo risultati confrontabili ed evidenziando come le 
maggiori criticità siano legate alle sorgenti antropiche presenti nella parte meridionale 
della provincia. Questa zona è stata monitorata maggiormente in dettaglio con i Quadrelli, 
infittendo i punti di campionamento e valutando la contaminazione da IPA in punti disposti 
a distanza crescente dalla Ferriera di Servola lungo le direttive dei venti principali. Il 
risultato è che il punto a ridosso della Ferriera è risultato quello maggiormente contaminato 
da IPA ed è stato ipotizzato che nel periodo considerato le ricadute maggiori delle 
emissioni si siano concentrate verso sud-ovest in direzione Porto San Rocco, dal momento 
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che qui sono state riscontrate concentrazioni elevate di IPA con un fingerprint simile a 
quello ottenuto a Servola. 
Dall’esperienza maturata nel corso del presente lavoro emerge la necessità di 
utilizzare, nelle campagne di monitoraggio, griglie di campionamento particolarmente fitte 
per ottenere il maggior numero di dati utili per l’elaborazione di mappe di distribuzione 
dettagliate. Questo è possibile con muschio e Quadrelli, grazie al loro basso costo e al fatto 
che non richiedono né allacciamenti elettrici né manutenzione durante la fase di 
esposizione. 
Le griglie di monitoraggio basate su campionatori passivi vanno integrate alle reti 
di monitoraggio istituzionale, basate su sistemi normati di campionamento attivo, ad 
esempio per il PM10 e sulle reti deposimetriche, estendendo a costi contenuti la base di dati 
su cui basare misure di gestione ambientale. 
Studi sulla distribuzione dimensionale del particolato alle sorgenti e sul territorio 
potrebbero fornire un utile supporto alla razionalizzazione dell’efficacia dei campionatori 
nel trattenere classi dimensionali di particelle e quindi anche all’interpretazione dei risultati 
sperimentali. 
È importante, inoltre, valutare i dati ottenuti da campionatori passivi in rapporto 
alle condizioni atmosferiche del periodo di campionamento: come si è visto dai risultati 
della terza campagna l’analisi dei venti predominanti nel periodo di esposizione può 
fornire un aiuto importante per valutare la diffusione del particolato ed interpretare le 
mappe ottenute. 
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